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1. ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 
 
Ahsg   Alpha2-Heremans-Schmid-Glycoprotein = Fetuin-A 
AAS   Atomabsorptionsspektroskopie 
AK   Antikörper 
AMG073  Cinacalcet HCl 
 
BCP   basic calcium phosphate 
 
Ca2+        Calcium 
CaR   Calcium-sensing-Rezeptor 
cbfa-1   core binding factor alpha-1 
cDNA   copy-Desoxyribonukleinsäure, komplementäre DNA-Kopie 
CKD   chronic kidney disease 
cpm   counts per minute  
CRP   C-reactive protein 
 
DAB   Diaminobenzidin 
DEPC   Diethylpyrocarbonat 
DNA   Desoxyribonukleinsäure 
dNTP   Desoxyribonucleosid-triphosphat 
 
ELISA   Enzyme-linked immunosorbent Assay 
ESRD   End-stage renal disease 
 
g   Erdbeschleunigung 
GAPDH  Glyceraldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
 
h   Stunde 
HCl   Salzsäure 
HD   Hämodialyse 
H2O   destilliertes Wasser 
HRP   Horseradish Peroxidase  
Hst   Harnstoff 
Hz   Hertz 
 
iPTH   intaktes Parathormon (1-84) 
IRMA   Immunoradiometric Assay 
 
KO   Knockout 
Krea   Kreatinin 
 
l   Liter 
 
M   molar 
MGP   Matrix-Gla-Protein 
min   Minute 
ml   Milliliter 
µl   Mikroliter 
mRNA  messenger RNA 
 
Na+   Natrium 
 V 
 
NaOH   Natronlauge 
NET   Nieren-Ersatztherapie 
NH4Cl   Ammoniumchlorid 
nm   Nanometer 
NTC   no template control 
 
OPN   Osteopontin 
 
PBS   phosphate buffered saline 
PCR   Polymerase-Kettenreaktion 
pg   Picogramm 
pmp   per million population 
PTH   Parathormon 
PTX   Parathyroidektomie 
   
R-568   calcimimetisch wirksame Substanz: N-(3-[2-chlorophenyl]- 
propyl)-R-α-methyl-3-methoxybenzylamin HCl (Amgen, 
Thousand Oaks/ CA, USA) 
R-641   calcimimetisch wirksame Substanz (Amgen, Thousand Oaks/ CA,  
USA) 
RNA   Ribonukleinsäure 
RNase   Ribonuklease 
rpm   Umdrehungen pro Minute 
rRNA   ribosomale Ribonukleinsäure 
RT   Reverse Transkription 
 
s   Sekunde 
SHPT   sekundärer Hyperparathyroidismus 
 
TBS   TRIS buffered saline  
(TRIS-gepufferte Salzlösung) 
TRIS   Tris-(hydroxymethyl-)aminomethan 
tRNA   Transfer-Ribonukleinsäure 
 
VDR   Vitamin D-Rezeptor 
Veh   Vehikel 
VSMC   Vascular Smooth Muscle Cells 
 
WT   Wildtyp 
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2. EINLEITUNG 
 
2.1 Kalzifikation bei fortgeschrittenem Nierenversagen (ESRD) 
 
2.1.1 Epidemiologie von ESRD 
Aktuell sind in Deutschland fast 90.000 Menschen auf einen chronischen Ersatz der 
Nierenfunktion angewiesen (1). Etwa 73 % von ihnen werden dauerhaft dialysiert, 
wobei die Hämodialyse mit über 95 % das am häufigsten angewandte Verfahren ist (1).  
Unter Beteiligung von etwa 90 % der Behandlungseinrichtungen wurden seit 1995 von 
QuaSi-Niere gGmbH Jahresberichte zur chronischen Nierenersatztherapie in 
Deutschland erstellt (1). Die darin ersichtliche kontinuierliche Zunahme der Patienten-
Zahlen schlägt sich insbesondere in einem Anstieg der Hämodialyse-Patienten nieder 
(siehe Tabelle 2.1). Die Inzidenz erhöhte sich während der vergangenen zehn Jahre um 
mehr als 40 % auf 16.766; fast 1% dieser Neuaufnahmen fällt dabei auf Kinder und 
Jugendliche (1). Die Transplantation als alternatives Nierenersatzverfahren kann diesen 
Zuwachs nicht auffangen. Unweigerlich stiegen auch die Zahlen der unter chronischer 
Nierenersatztherapie verstorbenen Patienten in diesem Zeitraum drastisch an (1). 
 
Tabelle 2.1: Jahresvergleiche chronischer Nierenersatztherapie (1) 
  
1995 
 
 
2000 
 
2005 
 
Summe aller Patienten in  
chron. Nierenersatztherapie 
 
 
54.656 
 
71.513 
 
 
87.151 
 
 
 
Gesamtzahl der 
Dialysepatienten 
      
 
41.350 
 
 
52.596 
 
 
63.427 
 
 
Neuaufnahme in chronische 
Nierenersatztherapie 
 
 
11.731 
 
 
14.370 
 
 
16.766 
 
 
Verstorbene Patienten  
 
 
6.392 
 
9.191 
 
11.519 
 
 
Die primäre Todesursache stellen auch 2005 mit über 50% kardiovaskuläre 
Erkrankungen dar (1). Neben der höheren Inzidenz weisen sie bei diesem 
 2 
 
Patientenkollektiv eine deutlich schlechtere Prognose als in der Normalbevölkerung auf 
(2). Das Risiko, an den Folgen einer kardiovaskulären Erkrankung zu versterben, ist für 
einen erwachsenen ESRD-Patienten 20 bis 30 mal höher als in der 
Allgemeinbevölkerung (3). Insbesondere bei über 60jährigen Dialysepatienten besteht 
ein massiv reduziertes Fünf-Jahres-Überleben, das mit dem vieler onkologischer 
Patienten vergleichbar ist (4). 
 
2.1.2 Akzelerierte Arteriosklerose 
Neben den klassischen Risikofaktoren für die Entstehung von kardiovaskulären 
Erkrankungen wie Alter, männliches Geschlecht, Diabetes mellitus, arterieller 
Hypertonus, Dyslipoproteinämien und Nikotinabusus rückt bei Urämikern die 
„akzelerierte Arteriosklerose“ immer mehr in das Zentrum des Interesses. Dieser 
Begriff wurde in den siebziger Jahren geprägt, um das Phänomen massiver ektoper 
Kalzifikationen im Blutgefäßsystem unter Dialyse zu beschreiben (5).  
 
Extraossäre, im Speziellen vaskulär, valvulär und myokardial lokalisierte Verkalkungen 
sind nach mehr als zehnjähriger Dialysebehandlung bei fast 100% der Patienten 
detektierbar (6). Verglichen mit Nicht-Dialyse-Patienten zeigte sich bei ihnen in den 
Koronararterien ein 2,5- bis 5-fach erhöhter Calcium-Score (7). Schon im jungen Alter      
(< 30 Jahren) lagen nach mehrjähriger Nierenersatz-Therapie computertomographisch 
nachweisbare morphologische Verkalkungen der Koronarien bei 87% der 
Dialysepatienten vor, während sie sich lediglich bei 5% des Vergleichkollektivs finden 
ließen. Nachuntersuchungen bei diesen jungen Patienten konnten eine Verdopplung der 
Kalzifikation binnen zwei Jahren Dialysebehandlung demonstrieren, so dass ein direkter 
Zusammenhang zwischen Dialyse und dem Auftreten der Verkalkungen zu bestehen 
scheint (8). Vorliegen und Ausmaß von Gefäßkalzifikationen haben 
nachgewiesenermaßen einen hohen prädiktiven Wert bezüglich der Mortalität bei 
Patienten mit ESRD (9). Auch Matsuoka et al. zeigten in einer Studie an über 100 
dauerhaft hämodialysierten Patienten, dass ein Coronary Calcium Score (CACS) von    
≥ 200 mit einem um 30% reduzierten 5-Jahres-Überleben assoziiert war, und 
unterstrichen so die mögliche prognostische Relevanz des Parameters (10).  
 
In diesem Kontext sind zwei Arten von arterieller Kalzifikation zu unterscheiden: Eine 
Verkalkung der Intima ist vor allem im Zusammenhang mit Entzündungsprozessen und 
Störungen des Fettstoffwechsels bei der Entstehung von Arteriosklerose zu sehen. Diese 
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Form ist sowohl in der Allgemeinbevölkerung als auch bei Patienten mit chronischer 
Nierenerkrankung verbreitet. Typischerweise findet sich eine fleckige, 
diskontinuierliche Ausbreitung – sogenannte Plaques – entlang des Arterienverlaufs. 
Dagegen befällt die sogenannte Mönckeberg-Sklerose vor allem bei Patienten mit 
chronischer Nierenerkrankung oder Diabetes mellitus diffus die Tunica media und 
verursacht über eine zunehmende Gefäß-Versteifung eine Abnahme der Compliance 
(11). Daraus resultieren eine Erhöhung des systolischen Blutdrucks, eine Erweiterung 
des Druckpulses und ein Anstieg der Pulswellengeschwindigkeit; all diese 
hämodynamischen Veränderungen sind bei Hämodialyse-Patienten mit einer hohen 
Mortalität vergesellschaftet (12-14). Morphologisch unterscheidet sich die Media-
Verkalkung deutlich von den stenosierenden atherosklerotischen Intimaläsionen (15). 
 
Im Gegensatz zur Intima-Verkalkung zählen Fettstoffwechselstörungen, männliches 
Geschlecht und Rauchen nicht zwingend zu den Risikofaktoren der Media-Verkalkung. 
Umgekehrt gibt es aber auch Faktoren, die das Risiko der Mönckeberg-Sklerose 
erhöhen, ohne jedoch wesentlichen Einfluss auf die arteriosklerotische Kalzifikation zu 
nehmen; dazu gehören eine reduzierte glomeruläre Filtrationsrate, hyperkalzämische 
Episoden, eine positive Calcium-Bilanz sowie Vitamin D-Einnahme und die 
zunehmende Dauer der Behandlung an der Dialyse (11). 
Infolge von Media-Kalzifikationen der subkutanen Arteriolen kommt es immer häufiger 
zum eigentlich seltenen Krankheitsbild der kalzifizierenden, urämischen Arteriolopathie 
(Calciphylaxie); die dabei entstehenden Gewebsnekrosen sind schwer behandelbar und 
führen häufig zu lebensbedrohlichen Komplikationen (16).   
 
2.1.3 Pathogenetische Faktoren der Kalzifikation 
Dem bei chronischer Niereninsuffizienz gestörten Mineralhaushalt wird bei der 
Entstehung der Verkalkungen eine zentrale Rolle zugeschrieben. Regelhaft kommt es 
bei fortschreitender Niereninsuffizienz über eine vermehrte Phosphat-Retention sowie 
eine Defizienz an aktivem Vitamin D zu einer gravierenden Beeinträchtigung der 
Calcium-Homöostase.  
Nach gängiger Theorie entwickeln sich extraossäre Verkalkungen vorwiegend bei 
Überschreitung des Ca2+ x PO43-– Löslichkeitsprodukts im extrazellulären Milieu; als 
Richtwert für ein erhöhtes Risiko gilt Serum-Calcium [mmol/l] x Serum-Phosphat 
[mmol/l] > 5,5, wobei dem erhöhten Phosphat vermutlich die größere Bedeutung 
zukommt (17). Werte oberhalb dieser Grenze sind bei Urämikern keine Seltenheit.  
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Toleriert man bei niereninsuffizienten Patienten Serum-Phosphat-Werte > 6,5 mg/dl, so 
steigt – verglichen mit Werten zwischen 2,4 und 6,5 mg/dl – das relative Todesrisiko 
um 27% an; auch für erhöhte Werte des Calcium-Phosphat-Produkts ließ sich eine 
solche Tendenz nachweisen (18). Aufgrund dieser Zusammenhänge sollte gemäß der 
KDOQI-Leitlinien 2003 der prädialytische Phosphat-Wert 5,5 mg/dl nicht überschreiten 
(19).   
Die Problematik der Hyperphosphatämie wird erst bei Betrachtung der entstehenden 
Konsequenzen komplett ersichtlich. Die Akkumulation von Phosphat in Kombination 
mit einer verminderten Calcitriol-Synthese führt indirekt über eine Reduktion des 
Serum-Calciums zu einer Erhöhung der Parathormon (PTH)-Sekretion. Darüber hinaus 
nehmen die Konzentrationen beider Parameter auch direkt Einfluss auf die 
Nebenschilddrüse: ein hoher Serum-Phosphat-Spiegel hat eine stimulierende Wirkung 
auf die parathyroidale Zelle, niedrige Vitamin D-Werte reduzieren die Suppression der 
PTH-Synthese (20). Experimentelle Erfahrungen aus den 80er Jahren dokumentieren 
einen Anstieg der PTH-Sekretion bei Ratten mit Vitamin D-Mangel gegenüber 
Kontrolltieren unter normaler Kost um das Zehnfache (21).   
Diese Entwicklung beginnt bereits früh im Verlauf von chronischen 
Nierenerkrankungen; unterschreitet die glomeruläre Filtrationsrate den kritischen Wert 
von 80 ml/min, so steigt das Serum-PTH schon über den hochnormalen Bereich hinaus 
an (22). Mit der fortschreitenden Erkrankung zeigt auch das erhöhte Parathormon keine 
adäquate Wirkung mehr, so dass zur Erhaltung eines normalen Umsatzes im 
Knochenstoffwechsel sowie der Calcium-Homöostase durch die Niere immer höhere 
Wirkspiegel notwendig sind (23-25). Auf diese Weise kommt es zur Manifestation des 
sekundären Hyperparathyroidismus (SHPT), einer der wichtigsten Folgekomplikationen 
bei chronischen Nierenerkrankungen. Der SHPT betrifft die Mehrzahl aller CKD 5-
Patienten und führt unbehandelt zu signifikanter ossärer und extraossärer Toxizität (26).  
Ein wichtiger Faktor bei der Aufrechterhaltung der parathyroidalen Dysfunktion ist die 
bei konstanter Stimulation bedingte Neigung der Nebenschilddrüse zur Hyperplasie 
(27). Versuche mit urämischen Tieren legen nahe, dass die Zunahme der 
Gesamtzellzahl mit einer Abnahme der Expression von Calcium-sensing-Rezeptor 
(CaR) und Vitamin D-Rezeptor (VDR) einhergeht (28-30). Auch bei Menschen mit 
SHPT wurden ähnliche Zusammenhänge dokumentiert (31). Eine zunehmende 
Resistenz der Nebenschilddrüse gegenüber der Regulation durch Calcium und Vitamin 
D ist dauerhaft die Folge (32). An dieser Stelle schließt sich der Teufelskreis und es 
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wird im Verlauf immer schwieriger, therapeutisch Einfluss auf das Geschehen zu 
nehmen. 
 
Über die reine Ablagerung von Calcium-Phosphat-Präzipitaten hinaus kommt es bei 
vaskulärer Kalzifikation auch zu metaplastischen Veränderungen der glatten 
Gefäßmuskelzellen (Vascular Smooth Muscle Cells = VSMC). Verschiedene 
Modifikationen auf transkriptionaler Ebene führen zunächst zum Verlust der für glatte 
Muskulatur typischen Marker und schließlich zur Expression von osteochondrogenen 
Proteinen (33;34). 
Extrazellulär erhöhte Konzentrationen von Calcium, Phosphat und Calcium-Phosphat-
Produkt bewirken eine vermehrte Phosphat-Aufnahme in die Zelle (35;36). Ein Anstieg 
des intrazellulären Phosphats vermittelt dann eine Hochregulation des Mastergens für 
osteoblastische Differenzierung, des Core-binding factor-1 (cbfa-1) bzw. Runx2 
(34;35). Des Weiteren wird die Expression der dem cbfa-1 nachgeschalteten Gene wie 
Osteocalcin, Osteopontin (OPN) und Alkalische Phosphatase stimuliert, so dass 
schließlich der Phänotyp einer osteoblastisch oder chondrozytisch differenzierten Zelle 
entsteht (37). Infolge dieser Metaplasie bildet sich um die betroffenen Zellen herum 
eine Matrix, die auf eine anschließende Mineralisierung vorbereitet ist und somit die 
weitere Progression der Kalzifikation erleichtert. 
 
Allerdings ist die Pathogenese der dialyse-assoziierten akzelerierten Arteriosklerose 
komplex und kann mit dem simplen physikochemischen Modell einer Supersaturation 
des Serums durch kalzifikationsfördernde Substanzen nur unzureichend erklärt werden. 
Selbst unter physiologischen Bedingungen liegen die Konzentrationen von Calcium und 
Phosphat in allen extrazellulären Flüssigkeiten oberhalb der Löslichkeitsgrenze. Da es 
unter normalen Umständen dennoch nicht zur Kalzifikation kommt, müssen noch 
andere Faktoren eine Rolle spielen (38).  
Entscheidenden Einfluss nehmen verschiedene Calcium-regulatorische Proteine wie α2-
Heremans-Schmid-Glykoprotein (Ahsg bzw. Fetuin-A) oder Matrix-Gla-Protein 
(MGP), die als Kalzifikationshemmer in der Lage sind, eine Calcium-Phosphat-
Präzipitation auch bei weit überschrittenem Löslichkeitsprodukt effektiv zu 
unterdrücken. Maus-Knockout-Modelle dieser Proteine resultieren in Phänotypen mit 
manifester Verkalkung und unterstreichen somit die Wichtigkeit dieser Calcium-
regulierenden Proteine (39;40). Die wahre Bedeutung dieser Moleküle hat sich erst in 
den letzten Jahren herauskristallisiert. 
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Insbesondere Ahsg bzw. Fetuin-A nimmt bei der Inhibition der entstehenden 
Kalzifikationen im Rahmen der akzelerierten Arteriosklerose einen zentralen Platz ein. 
Es handelt sich um ein von der Leber ins Blut sezerniertes negatives Akut-Phase-
Protein, das mit etwa 50% zur Serum-Inhibitionskapazität der Calcium-Phosphat-
Präzipitation beiträgt (41;42). Wie kein anderes Protein hemmt Fetuin-A systemisch die 
de novo-Präzipitation von BCP (basic calcium phosphate), es ist jedoch nicht in der 
Lage, bereits gebildetes BCP wieder zu lösen (43). Auf diese Weise wirkt Ahsg der 
Bildung von unerwünschten Kalk-Herden im Kreislauf entgegen, ohne die 
physiologische Knochenmineralisierung zu stören. Sowohl in vitro- als auch in vivo-
Modelle wiesen den protektiven Effekt des Serums in diesem Zusammenhang nach 
(39;44).  
Umgekehrt kann ein Mangel an Fetuin-A im Rahmen einer Akut-Phase-Reaktion das 
Risiko systemischer Verkalkungen erhöhen. In den Seren von Hämodialyse-Patienten 
lassen sich signifikant niedrigere Ahsg-Spiegel nachweisen als in denen gesunder 
Probanden; damit assoziiert sind Erhöhungen des CRP-Werts und der Mortalität. So 
führt die bei Urämie stark ausgeprägte inflammatorische Komponente über eine Ahsg-
Defizienz mit vermehrter Kalzifikation zu einer erhöhten Mortalität (45). 
Als ein weiterer bedeutsamer Kalzifikations-Inhibitor gilt das Matrix-Gla-Protein 
(MGP). Von glatten Gefäßmuskelzellen und Chondrocyten in die extrazelluläre Matrix 
sezerniert ist es im Gegensatz zu Fetuin-A nur lokal in der Arterienwand und im 
Knorpel wirksam (46). Totaler MGP-Mangel führt im Maus-Modell innerhalb der 
ersten beiden Lebensmonate unweigerlich zum Tod durch Gefäß-Rupturen aufgrund 
exzessiver Mönckeberg-Sklerose (40).  
In diesem Kontext ebenfalls von Bedeutung ist Osteopontin (OPN). Physiologisch ist 
das Phosphoprotein in Geweben wie Knochen und Zähnen in die Regulation der 
Mineralisierung eingebunden. Im Rahmen von vaskulärer Kalzifikation beispielsweise 
bei MGP-Knockout-Mäusen, aber auch beim Menschen wird es induziert und lässt sich 
im verkalkten Bereich des Gefäßes im Überfluss nachweisen (47;48), so dass OPN 
neben seiner inhibitorischen Funktion auch als Förderer von aktiver Kalk-Regression 
eine Rolle spielen könnte (37). 
 
Zusammenfassend resultiert die überschießende extraossäre Verkalkung bei chronisch 
nierenkranken Patienten aus einem multikausalen Zusammenwirken verschiedener 
Mechanismen, die einerseits auf eine Defizienz von Kalzifikationshemmern und 
andererseits auf ein Übermaß an Kalzifikationssubstrat zurückzuführen sind.  
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2.2 Therapeutische Optionen 
 
2.2.1 Traditionelles Konzept 
Um die Verschiebungen im Calcium-Phosphat-Stoffwechsel aufgrund von 
Niereninsuffizienz und sekundärem Hyperparathyroidismus auszugleichen, bedarf es 
eines ausgeklügelten Behandlungskonzepts. Die Zielwerte der entgleisten Parameter 
Calcium, Phosphat, Calcium-Phosphat-Produkt und Parathormon lassen sich nur selten 
alle gleichzeitig erreichen. 
Aus den oben beschriebenen Zusammenhängen ergibt sich, dass beim ESRD primär der 
Phosphat-Spiegel gesenkt werden sollte.  
Durch Hämodialyse allein lässt sich allerdings noch nicht einmal die mit der Nahrung 
aufgenommene Phosphatmenge komplett beseitigen (46); aufgrund der extrem 
langsamen Verlagerung von intra- nach extrazellulär wird ein Gleichgewicht zwischen 
den Konzentrationen in den beiden Kompartimenten erst nach Beendigung der Dialyse 
wieder erreicht (49). Eine radikale Einschränkung der ernährungsbedingten Phosphat-
Zufuhr birgt die große Gefahr der Malnutrition, die bei fortschreitendem 
Nierenversagen eine gemeinhin bekannte Folgeerscheinung darstellt. Um eine adäquate 
Ernährung aufrechtzuerhalten und gleichzeitig den Serum-Phosphat-Wert ausreichend 
zu korrigieren, sind fast immer Phosphat-bindende Medikamente erforderlich (46). 
Toxischen Nebenwirkungen durch den Aluminiumgehalt einiger Präparate kommt 
heutzutage keine Bedeutung mehr zu; jedoch besteht beim Einsatz von Calcium-
haltigen Phosphat-Bindern (Calciumkarbonat, Calciumazetat) immer noch die Gefahr 
hyperkalzämischer Episoden. Mit Austauscherharzen wie Sevelamer-Hydrochlorid hat 
man neuerdings aber eine Alternative, die nicht nur den Phosphat-Spiegel und den 
SHPT möglicherweise ebenso wirksam wie die Vorgänger-Generation kontrolliert, 
sondern auch der vaskulären Kalzifikation Einhalt gebieten kann (50).  
Die zweite Komponente in diesem traditionellen Therapieschema ist Vitamin D. 
Insbesondere zu Beginn des chronischen Nierenversagens lässt sich die Entwicklung 
des SHPT mithilfe von Calcitriol verhindern (51). Darüber hinaus hat man mit Vitamin 
D bei der Senkung des Parathormon-Spiegels großen Erfolg, muss jedoch – bedingt 
durch die vermehrte Stimulation der enteralen Calcium- und Phosphat-Absorption – ein 
erhöhtes Risiko für Hyperkalzämien bzw. Hyperphosphatämien in Kauf nehmen (52). 
Je schlechter das Serum-Phosphat eingestellt ist, desto geringer fällt die PTH-Reduktion 
allerdings aus (52;53). Daraus kann sich schließlich eine völlige Resistenz der 
Nebenschilddrüse gegenüber Calcitriol entwickeln (54).  
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Wie bereits angedeutet, können also auch gebräuchliche Therapie-Bestandteile bei der 
Entwicklung von vaskulären Kalzifikationen eine Rolle spielen. Sowohl die Gabe von 
hohen Dosen Calcium zur Bindung von überschüssigem Phosphat als auch das 
Verabreichen von Vitamin D-Präparaten zur Behandlung des SHPT führen nicht selten 
zu einer signifikanten Erhöhung des Calcium-Phosphat-Produkts. Folglich stehen diese 
Medikamente in begründetem Verdacht, die Entwicklung extraossärer Kalzifikationen 
zu fördern sowie das kardiovaskuläre Risiko weiter zu erhöhen. Dies erlangt vor dem 
Hintergrund des Mangels an Präzipitationshemmern bei chronischem Nierenversagen 
besondere Bedeutung.  
So müssen Kliniker oft zwischen unerwünschten Effekten der vorhandenen Therapie-
Optionen und der Toxizität eines nicht adäquat behandelten SHPT wählen. Die 
Beantwortung der Frage, inwiefern die erhöhten Werte für Calcium, Phosphat und 
Calcium-Phosphat-Produkt tatsächlich Teil der Erkrankung bzw. eine Konsequenz der 
Behandlung sind, ist in der Regel nur schwer möglich. Dadurch dass das therapeutische 
Fenster sehr eng ist, charakterisiert die Therapie häufig eine intermittierende mäßig 
erfolgreiche Behandlung alternierend mit Phasen offensichtlicher Toxizität. 
Typischerweise zeigt sich im natürlichen Verlauf von CKD-Patienten im Stadium 5 eine 
fortschreitende Verschlechterung, die oft durch eine jahrelange Exposition sowohl 
gegenüber exzessiven PTH-Spiegeln als auch mangelhafter Kontrolle des Mineral-
Metabolismus gekennzeichnet ist (26).  
Jedes Jahr musste bis vor kurzem bei 3 bis 5% der Patienten mit SHPT bei ESRD 
infolge von Therapieversagen oder bei schweren klinischen Komplikationen sogar eine 
totale bzw. subtotale Parathyroidektomie (PTX) als Ultima Ratio durchgeführt werden 
(55). Dieser Eingriff birgt durch den post-operativen Hypoparathyroidismus allerdings 
enorme Risiken (8;18).  
 
Damit gerät die in den 1990er Jahren etablierte Therapie der renalen Osteodystrophie, 
des Hyperparathyroidismus und der Hyperphosphatämie zunehmend in Misskredit. Die 
Anwendung Calcium-freier Mittel zur Phosphatsenkung erscheint pathophysiologisch 
sinnvoll und somit erstrebenswert.  
 
2.2.2 Calcimimetika als zukünftiger Therapiebestandteil 
Einer neuen Klasse von Medikamenten – den Calcimimetika – könnte somit in Zukunft 
eine entscheidende Bedeutung zukommen. Ihnen liegt ein vielversprechendes 
Wirkprinzip zugrunde: Sie setzen direkt am Calcium-sensing Rezeptor (CaR) in der 
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Nebenschilddrüse an und bekämpfen den SHPT mit allen Folgeerscheinungen an seiner 
Wurzel.  
 
Der CaR hat innerhalb der Calcium-Homöostase eine sehr bedeutende Funktion. 
Obwohl er auf Zelloberflächen verschiedenster Organe zu finden ist, so kommt ihm 
insbesondere in den Hauptzellen der Nebenschilddrüse eine Schlüsselrolle zu. Es 
handelt sich um einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor, der bei Stimulation mittels einer 
biochemischen Kaskade die Generierung von Arachidonsäure vermittelt; diese führt 
schließlich zu einer Suppression der PTH-Sekretion (56).  
 
Als Calcimimetika bezeichnet man Substanzen, die auf den CaR wirken können, und 
unterscheidet dabei zwischen Typ I und Typ II: Typ-I-Calcimimetika sind Polykationen, 
die den Rezeptor direkt durch Interaktion mit seiner extrazellulären Domäne 
stimulieren, wie zum Beispiel Calcium- oder auch Magnesium-Ionen. Allosterische 
Modulatoren, die Konformationsänderungen des Rezeptors und somit eine erhöhte 
Sensitivität bewirken, gehören hingegen zur Klasse der Typ-II-Calcimimetika (57). Auf 
diese Weise sind sie in der Lage, den inhibierenden Effekt von extrazellulärem Calcium 
zu potenzieren und folglich die Ausschüttung von PTH auch bei niedrigem Serum-
Calcium dosisabhängig zu hemmen (57). Dies wurde in mehreren präklinischen und 
klinischen Untersuchungen an Tier- und Patienten-Modellen mit SHPT bestätigt (58).  
Darüber hinaus reduzieren sie sowohl Calcium und Phosphat im Serum als auch das 
Calcium-Phosphat-Produkt signifikant, so dass sie alle vier mit SHPT assoziierten, 
biochemischen Schlüsselparameter positiv beeinflussen (59). 
In weiteren Tierversuchen mit Cinacalcet (AMG 073), der ersten zugelassenen Substanz 
aus der Gruppe der Calcimimetika, ergaben sich zudem Hinweise auf eine 
kardioprotektive Wirkung im Sinne einer Verminderung von interstitieller Fibrose im 
Myokard sowie der Prävention von Gefäßverkalkungen (60;61). Des Weiteren ließ sich 
ein inhibitorischer Effekt auf die Entstehung bzw. die Progression einer 
Nebenschilddrüsen-Hyperplasie nachweisen (26).  
Das Wirkungsprofil von Cinacalcet unterscheidet sich durch sein zyklisches Muster 
deutlich von dem der Vitamin D-Präparate (62). Dadurch erzeugte pulsatile 
Veränderungen des Parathormon-Spiegels haben einen potentiell stimulierenden Effekt 
auf die Knochenbildung (63). Pulsatile Gaben von PTH 1-34 reduzieren umgekehrt 
nachweislich die Frakturrate bei Osteoporose-Patientinnen (64). Auch bei urämischen 
Ratten mit Knochenläsionen bewirkte die intermittierend tägliche Gabe des 
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Calcimimetikums NPS R-568 über eine Zunahme des trabekulären Knochenvolumens 
und der Knochendichte eine Abnahme der Osteitis fibrosa-Zeichen (65). 
Ogata et al. verglichen  in einem achtwöchigen Tierversuch mit subtotal 
nephrektomierten Ratten die Effekte von Parathyreoidektomie und von NPS R-568-
Applikation. Dabei zeigte sich, dass beide auf ähnliche Weise die Progression des 
Nierenversagens aufhalten und der Entstehung von kardiovaskulären Risikofaktoren 
vorbeugen (60).  
Abgesehen von milden bis mäßigen gastrointestinalen Nebenwirkungen bei schneller 
Titration der Dosis sowie einem Anstieg asymptomatischer Hypokalzämien zeigen 
calcimimetisch wirksame Substanzen eine außerordentlich gute Verträglichkeit (26). 
Allein die schlechte Bioverfügbarkeit dieser Vorläufersubstanzen stellte noch ein 
Problem dar (57).  
 
Da gegen die pathologische Erniedrigung von Präzipitationsinhibitoren aktuell keine 
therapeutische Intervention in Sicht ist, gilt das Interesse bei chronisch nierenkranken 
Patienten der Reduktion des Überschusses an Präzipitationssubstrat. So liegt nahe, dass 
Calcimimetika zukünftig eine wichtige Rolle bei der Behandlung von 
Hyperparathyroidismus und osteopathischen Phänomenen spielen werden. 
Möglicherweise lässt sich durch den Einsatz dieser Medikamente der natürliche Verlauf 
der vaskulären Verkalkung bei Dialyse-Patienten modifizieren; dies wäre ein erster 
Schritt auf dem Weg aus dem oben beschriebenen Dilemma im Rahmen der ESRD-
Therapie. 
 
 
2.3 Das Modell der Fetuin-Knockout-Maus 
 
Wie im Zusammenhang mit der Pathogenese von vaskulärer Verkalkung bereits 
erwähnt existieren verschiedene Knockout-Modelle für präzipitationsinhibierende 
Proteine. Im Rahmen dieses Projektes ist die Fetuin-Knockout-Maus von besonderem 
Interesse.  
Schon lange vor Beginn dieser Arbeit waren Ahsg-defiziente (Ahsg-/-) Mäuse in der 
Arbeitsgruppe von Professor Wilhelm Jahnen-Dechent auf zwei unterschiedlich 
kalzifizierungs-sensitive Hintergrundstämme über mindestens zehn Generationen 
zurückgekreuzt worden (39). Dabei hatte sich gezeigt, dass Ahsg-/--Mäuse auf dem 
Hintergrund C57BL/6 erst nach Induktion durch kalzifikationsfördernde Stimuli wie 
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Hyperphosphatämie oder Vitamin D3 diffuse Makroverkalkungen entwickeln (39). 
Hingegen führt Fetuin-Defizienz bei einem DBA/2-Stamm spontan zu diffusen, bereits 
übersichtsradiologisch darstellbaren metastatischen Kalzifizierungen (39). Spätestens 
im Alter von vier Monaten lassen sich bei den Tieren ausnahmslos schwerste 
systemische Verkalkungen nachweisen (39). Sie sind extrazellulär lokalisiert und 
betreffen insbesondere Haut, Nieren und Hoden, aber auch Myokard und 
Lungengewebe (39). In der Folge kommt es zur Tubulusobstruktion mit Proteinurie und 
Serum-Kreatinin-Anstieg als Zeichen des konsekutiven Nierenfunktionsverlustes (39). 
Dieser führt wiederum zur Ausbildung eines SHPT und trägt damit zur Ausbildung 
einer Osteopenie sowie zur weiteren Progression der Kalzifizierung bei. Reduzierte 
Überlebensfähigkeit ist die Konsequenz (39). 
Somit repräsentieren Ahsg-/--Mäuse auf einem DBA/2-Hintergrund bezüglich ihres 
Krankheitsverlaufs ein ideales Modell des chronisch nierenkranken Patienten mit den 
Komplikationen der multiplen extraossären Kalzifikationen (39). 
 
 
2.4 Fragestellung des Tierexperiments 
 
Die Wirkung von Calcimimetika auf den Parathormon-Spiegel sowie auf Calcium und 
Phosphat im Serum steht außer Frage. Ziel der Versuchsanordnung ist nun die 
Untersuchung des therapeutischen Effekts der Calcimimetika auf die Progression einer 
nur zu einem geringen Teil urämiebedingten Kalzifikation und Osteomalazie. Dies wird 
anhand eines Mausmodells mit DBA/2-Ahsg-/-- und DBA/2- Ahsg+/+-Tieren 
durchgeführt.   
Als calcimimetische Komponente soll in diesem Versuch R-641 Verwendung finden, 
das im Vergleich zur Vorläufersubstanz AMG073 eine deutlich günstigere 
Pharmakokinetik aufweist. 
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3. METHODEN 
 
3.1 Methodik des Tierversuchs 
 
3.1.1 Vorversuch 
Da für tierexperimentelle Untersuchungen mit R-641 bisher noch keine eindeutigen 
Dosierungsempfehlungen vorlagen, führten wir initial einen Vorversuch mit 24 DBA/2-
Wildtyp-Mäusen im Alter von zwei Monaten durch. Diese wurden in sechs Gruppen à 
vier Tieren eingeteilt, wovon drei Gruppen mit einer R-641-Einmaldosis von 3 mg/ kg 
Körpergewicht behandelt wurden, während wir den Mäusen der anderen drei Gruppen 
10 mg/ kg Körpergewicht verabreichten. Zum Zeitpunkt 0, 6 h, 24 h, 48 h und 72 h nach 
Gavage bestimmten wir die Serum-Werte für ionisiertes Calcium, Gesamt-Calcium, 
Phosphat und Calcium-Phosphat-Produkt nach dem in der Abbildung 3. 1 bezeichneten 
Schema. Die Blutentnahme X1 erfolgte in Isofluran-Narkose aus dem retroorbitalen 
Plexus, während X2 unmittelbar vor der Tötung durch kardiale Punktion durchgeführt 
wurde. Aus dem zeitlichen Verlauf der gemessenen Parameter wurde die optimale 
Applikationsdosis abgeleitet. 
 
Abbildung 3. 1: Schematischer Aufbau des Vorversuchs 
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3.1.2 Studiendesign 
Nach Abschluss des Vorversuchs gliederte sich der weitere Ablauf in zwei Teilbereiche. 
Zunächst arbeiteten wir mit zwei Monate alten Tieren, um den unmittelbaren Effekt der 
Calcimimetika auf die extraossäre Kalzifizierung ohne das Vorliegen einer 
Niereninsuffizienz zu untersuchen. Im späten Modell mit fünf Monate alten Tieren 
stand dann die Wirkung von R-641 bei progredienter, mäßiggradiger Niereninsuffizienz 
sowie konsekutivem sekundärem Hyperparathyreoidismus im Mittelpunkt des 
Interesses. In jedem der beiden Bereiche gab es 20 Wildtyp- und 20 Fetuin-Knockout-
Mäuse, von denen jeweils zehn Tiere mit dem Calcimimetikum R-641 behandelt 
wurden, während den anderen zehn lediglich 20%iges Cyclodextrin (2-Hydroxypropyl-
β-Cyclodextrin), das Lösungsmittel der Wirksubstanz, verabreicht wurde. Dazu wurden 
die Tiere über einen Zeitraum von sechs Wochen alle 72 h gewogen und die Dosis 
entsprechend dem Gewicht mithilfe einer Knopfkanüle oral appliziert (siehe  
Abbildung 3. 2). Die Tiere wurden bei 22° C und 45 bis 54 % relativer Luftfeuchtigkeit 
mit einem 12-Stunden Tag-/12-Stunden Nacht-Rhythmus gehalten. Sie hatten freien 
Zugang zu Wasser und Nahrung. Die angestrebte Geschlechtsverteilung von 50:50 
wurde in fast allen Gruppen erreicht. 
 
In der Literatur gibt es keine Angaben, inwieweit es im Mausmodell zu einer 
Kumulativwirkung von R-641 bei serieller Applikation kommt. Um ein progredientes 
Absinken des Serum-Calcium-Spiegels als Folge einer solchen Kumulativwirkung 
auszuschließen, kontrollierten wir im ersten Teilversuch vor der 4., 8. und 11. Gavage 
exemplarisch bei zwei Tieren aus jeder Gruppe ionisiertes Calcium, Gesamt-Calcium 
und Phosphat durch eine retroorbitale Punktion. Dabei ließ sich ausnahmslos eine 
vollständige Normalisierung der entsprechenden Laborparameter nachweisen, so dass 
eine Anpassung des Gavage-Intervalls nicht nötig war. Da sich unsere Befürchtung 
nicht bestätigte, verlegten wir diese intermittierenden Kontrollen des Calcium-
Phosphat-Haushalts im zweiten Teilversuch auf den Tag nach der 5. und der 10. 
Gavage, um damit die Werte im Fenster des Wirkungsmaximums zu dokumentieren. 
Die Analyse des entnommenen Blutes wurde mit einem Ca2+/ pH-Meter von Chiron 
durchgeführt. 
Am Ende der Fütterungsperiode fertigten wir exemplarisch von einem Männchen und 
einem Weibchen aus jeder Gruppe eine Übersichtsröntgenaufnahme an. Dadurch 
konnten wir schon vor der Finalisierung einen Eindruck vom Kalzifizierungsgrad 
gewinnen. 
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3.1.3 Vorgang der Gavage 
Da die verabreichte Menge des Medikaments genau an das Körpergewicht jedes 
einzelnen Tieres angepasst werden musste, konnte R-641 nicht einfach unter das Futter 
gemischt werden. Stattdessen wurde es mittels einer Knopfkanüle direkt in den 
Ösophagus bzw. den Magen eingebracht. Bei dieser Applikationsform kommt es durch 
eine zügige Resorption zu einem schnellen Anstieg der Wirksubstanz im Blut, während 
die Einnahme mit dem Futter zu prolongierten Wirkspiegeln geführt hätte. Auf diese 
Weise ließen sich die bei Patienten gegebenen Verhältnisse gut abbilden.  
Dazu wurde die Maus mit Daumen und Zeigefinger am Nackenfell ergriffen und 
hochgehoben. Die Hand des Experimentators wurde in Pronationsstellung gebracht und 
der Schwanz des Tieres mit dem kleinen Finger fixiert. Der Kopf der Maus sollte in 
dieser Position möglichst immobil sein. Nun wurde die Spitze hinter den 
Schneidezähnen in den Mund eingebracht und entlang des harten Gaumens bis in den 
Rachenraum vorgeschoben. Mithilfe von reflektorisch ausgelösten Schluckbewegungen 
wurde die Sonde in den Ösophagus-Eingang befördert und konnte von dort aus 
vorsichtig in den Magen hineingeschoben werden, wo das entsprechende Volumen von 
Verum- bzw. Vehikelsubstanz appliziert wurde. Anschließend wurde die Kanüle wieder 
entfernt. Durch sorgfältiges Arbeiten ließen sich Komplikationen wie Perforationen 
oder intratracheale Fehlgavage vermeiden.  
  
Abbildung 3. 2: Gavage 
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3.1.4 Finalisierung der Tiere und Probengewinnung 
Die Tötung der Mäuse erfolgte durch eine Überdosis Isofluran einhergehend mit einer 
finalen retrobulbären Blutentnahme, um laborchemisch den Grad der Urämie und die 
serologisch fassbaren Störungen des Calcium-Phosphat-Stoffwechsels (ionisiertes und 
Gesamt-Calcium, Phosphat, PTH, Magnesium, Kreatinin, Harnstoff u.a.) bestimmen zu 
können. Anschließend wurden die Organe (Nieren, Herz, Lunge und Leber sowie die 
Aorta) entnommen. Dabei wurde zunächst der Teil jedes Organs verarbeitet, der später 
der RNA-Isolation dienen sollte. Unmittelbar nach Resektion wurde die Probe in 1 ml 
RNAlater von Qiagen gegeben, um so ungewollte Veränderungen im 
Genexpressionsmuster aufgrund von RNA-Degradation oder neuer Gen-Induktion zu 
verhindern. Es war von enormer Wichtigkeit, dass das Gewebestück komplett in die 
Flüssigkeit eingetaucht war und seine Größe in keiner Ausdehnung 0,5 cm überschritt, 
damit die Diffusion bis ins Innerste der Probe gewährleistet sein konnte. 
Anschließend wurden die jeweiligen Organanteile, die für die Bestimmung von Calcium 
im Gewebe und Proteinen vorgesehen waren, in vorbereitete Reaktionsgefäße gegeben. 
Alle diese Proben wurden dann in flüssigem Stickstoff tiefgefroren und bei –80° C 
gelagert. 
Die für die Histologie bestimmte Gewebeprobe wurde schließlich in einer 
Einbettkassette in Methacarne eingelegt.  
Entsprechend der intermittierend durchgeführten Serum-Kontrollen finalisierten wir die 
Mäuse des ersten Teilversuches drei Tage nach der letzten Gavage, also nach 
vollständigem Abklingen der R-641-Wirkung. Hingegen wurden die Tiere des zweiten 
Teilversuches nur einen Tag nach der letzten Applikation – somit im Bereich des 
Wirkungsmaximums – getötet.  
 
 
3.2 Bestimmung von Calcium, Phosphat, Calcium-Phosphat-Produkt, Kreatinin 
und Harnstoff im Serum 
 
Das bei der Finalisierung abgenommene Blut wurde 10 min bei 1000 g zentrifugiert, so 
dass das Serum abpipettiert werden konnte. Dank der freundlichen Kooperation mit den 
Kollegen des Instituts für Versuchstierkunde sowie Zentrallaboratoriums für 
Versuchstiere der RWTH-Aachen konnten wir die für uns relevanten Parameter im 
dortigen Labor mit einem Vitros 250 Autoanalyzer von Ortho-Clinical Diagnostics 
bestimmen. 
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3.3 Bestimmung des Parathormonspiegels im Serum 
 
Zur quantitativen PTH-Bestimmung aus den Serum-Proben der Versuchstiere 
verwendeten wir das Mouse Intact PTH ELISA Kit von Immutopics. 
Das Kit enthält unter anderem zwei aufgereinigte polyklonale Antikörper zur Detektion 
der  aktiven PTH-Form von Maus bzw. Ratte. Der Antikörper, der die Epitope im 
mittleren und im C-terminalen Bereich (39-84) des Peptids erkennt, ist biotinyliert. Der 
andere Antikörper, welcher an die N-terminalen Epitope (1-34) bindet, wird zur 
Detektion mit einem Enzym, der Horseradish Peroxidase (HRP), konjugiert. Dazu wird 
eine Probe gleichzeitig mit dem biotinylierten Fang-Antikörper und dem HRP-
konjugierten Antikörper in einem Streptavidin-beschichteten Loch einer Mikrotiter-
Platte inkubiert. Intaktes PTH (1-84) bildet nun zusammen mit den beiden 
immunologisch gebundenen Antikörpern einen „Sandwich-Komplex“. Nach Ablauf der 
Inkubationszeit werden die Wells mehrmals gewaschen, um alle ungebundenen 
Antikörper sowie andere Bestandteile zu entfernen. Nach Inkubation mit einer Substrat-
Lösung wird der am Boden gebundene Enzym-Komplex spektrophotometrisch 
gemessen. Die bestimmte enzymatische Aktivität ist direkt proportional zu der in der 
Probe enthaltenen PTH-Menge. 
Zunächst wurden die im Kit enthaltenen Standards und Kontrollen wie in der Anleitung 
beschrieben mit entionisiertem Wasser aufgelöst sowie aus den beiden Antikörpern – 
Maus-iPTH biotinylierter AK und Maus-iPTH HRP-konjugierter AK – eine Lösung im 
Verhältnis 1:1 hergestellt. Des Weiteren verdünnten wir das enthaltene 
Waschkonzentrat 20-fach mit Milli-Q auf 400 ml, so dass sich eine gebrauchsfertige 
Waschlösung ergab. 
Nun wurden 25 µl der Standards, Kontrollen und Proben jeweils in Doppelbestimmung 
in die Löcher der Streptavidin-beschichteten Mikrotiter-Platte pipettiert. Darauf gaben 
wir 50 µl der bereits vorbereiteten Antikörper-Lösung. Die 96-Loch-Platte wurde mit 
einer Folie versiegelt und mit Aluminium-Folie vor Licht geschützt drei Stunden auf 
einem Schüttler mit 200 rpm bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss aspirierten 
wir den Inhalt aus jeder Vertiefung und wuschen insgesamt fünf Mal mit jeweils 350 µl 
der oben erwähnten Waschlösung. Danach pipettierten wir 100 µl HRP-Substrat 
bestehend aus Tetramethylbenzidin, Aceton und Wasserstoffperoxid auf den Boden der 
Mulden. Erneut ließen wir die Platte versiegelt und vor Licht geschützt bei 
Raumtemperatur auf dem Schüttler mit 200 rpm inkubieren. Nach 30 min wurde das 
Absorptionsvermögen bei 595 nm gegen den Standard von 0 pg/ml als Leerwert 
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gemessen. Unmittelbar danach gaben wir 100 µl der Stopp-Lösung in Form von 1 M 
Schwefelsäure in jedes Loch. Nach einer weiteren Minute auf dem Schüttler wurde 
schließlich die Extinktion bei 450 nm gegen ein Gemisch aus 100 µl HRP-Substrat und 
100 µl Stopp-Lösung als Leerwert gemessen. 
Die zweimalige Bestimmung der Absorption ermöglichte die Konstruktion von zwei 
Standardkurven. Dabei wurden die Werte der ersten fünf Standards aus der zweiten 
Messung, also nach Zugabe der Stopp-Lösung, zur Berechnung der ersten Kurve 
herangezogen. Durch die erste Messung (bei 595 nm) ließ sich der analytische Bereich 
bis zu dem Wert des sechsten und höchsten Standards ausweiten. Da die Menge des in 
unseren Proben enthaltenen PTH jedoch in keinem Fall den fünften Standard-Wert 
überschritt, zogen wir ausnahmslos die in der Messung bei 450 nm ermittelten 
Ergebnisse für unsere weiteren Berechnungen heran.  
 
 
3.4 Bestimmung des Calcium-Gehalts im Gewebe 
 
3.4.1 Atomabsorptionsspektrometrie (AAS) 
Das Prinzip der Flammen-Atomabsorptionsspektrometrie beruht darauf, eine 
Messlösung durch Zerstäuben in ein Aerosol zu überführen und in eine Flamme 
einzubringen. Der enthaltene Analyt wird darin atomisiert und schließlich die 
hervorgerufenen Energieveränderungen bei der für ihn spezifischen Wellenlänge 
gemessen. In unserem Fall bestand die Flamme aus Luft und Acetylen; dieses Gemisch 
wird in der AAS am längsten und am häufigsten verwendet. Da es bei der Bestimmung 
von Calcium in einer Luft-Acetylen-Flamme überdurchschnittlich häufig zu Störungen 
durch zahlreiche Begleitsubstanzen kommt, wird den Proben in der Regel eine 
Verdampfungshilfe zugesetzt. Die AAS ist im Bereich der Calcium-Messung 
Goldstandard. Dank der Kooperation mit Dr. L. J. Schurgers konnten wir die 
Versuchsreihe am Cardiovascular Research Institute Maastricht (CARIM) der 
Maastricht University, Niederlande, durchführen. 
 
Das in flüssigem Stickstoff auf –196° C tiefgefrorene Gewebe wurde in ein Glasgefäß 
gegeben, das über Nacht mit einem Gefriertrockner verbunden wurde. Unter Vakuum 
kam es am eutektischen Punkt zur Sublimation des gefrorenen Wassers. Nun 
bestimmten wir das Trockengewicht der Proben, bevor sie 48 h lang unter Agitation in 1 
ml 10%iger Ameisensäure gelöst wurden. 
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Um den Calcium-Gehalt der Proben im Bereich der Standard-Kurve zu messen, 
mussten diese verdünnt werden. Dazu wurde eine Verdünnungslösung hergestellt, 
indem 18,58 g Lanthanumchlorid (LaCl3 7H2O) mit Milli-Q auf ein Volumen von 5 l 
aufgefüllt  wurden. Lanthan diente dabei als die oben beschriebene Verdampfungshilfe 
und hatte die Aufgabe, Interferenzen insbesondere von Phosphat weitgehend zu 
eliminieren. Mithilfe eines Hamilton Diluter MicroLab 1000 wurden die Proben nun in 
Abhängigkeit des zu erwartenden Ergebnisses auf 1:5 bis 1:500 verdünnt. 
Zur Herstellung der Standardlösungen wurde eine Ampulle Calciumstandard (Titrisol) 
mit Milli-Q auf 1 l aufgefüllt, so dass sich eine Konzentration von 1 g/l ≈ 24,95 mmol/l 
ergab. Der so entstandene Standard wurde weiter mit der oben beschriebenen 
Verdünnungslösung auf bis zu 1 mmol/l gebracht. Als Leerwert fungierte die 
Verdünnungslösung. 
Sowohl Proben als auch Standards und Leerwert wurden schließlich auf dem Perkin-
Elmer Flame AAS PE 4100 angeordnet und der Calcium-Gehalt bei einer Wellenlänge 
von 422,7 nm gemessen.  
 
Aufgrund von Erfahrungen bei der Messung von Calcium in größeren Gewebestücken 
mittels einer anderen Methodik waren wir zunächst besorgt, dass die Größe der Probe 
bei der Gefriertrocknung vor der AAS eine entscheidende Rolle spielen könnte. Um 
dieser Problematik auf den Grund zu gehen, berechneten wir für jede Probe den 
Quotienten aus Feucht- und Trockengewicht. Dieser Reduktionsfaktor lag stabil in 
einem Bereich zwischen 3,5 und 6, wobei Lungengewebe erwartungsgemäß stärker 
zusammenschrumpfte als beispielsweise Lebergewebe. Die Mittelwerte der vier Organe 
fanden sich zwischen 3,8 und 5,0 bei einem annehmbar niedrigen 
Variationskoeffizienten. Auch die Korrelationsanalyse von Feuchtgewicht zu dem 
berechneten Faktor ergab keinen Hinweis auf einen derartigen Zusammenhang; 
unabhängig vom Startgewicht konnte organabhängig immer annähernd der selbe Anteil 
Wasser entzogen werden. 
 
3.4.2 Histologische Färbung nach von Kossa 
Siehe 3.6.1. 
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3.5 Molekularbiologische Verfahren 
 
3.5.1 RNA-Isolation 
Das Gewebe, aus dem die Ribonukleinsäure (RNA) isoliert wurde, war aufgrund der 
extrem hohen Anfälligkeit von RNA insbesondere gegenüber Ribonukleasen (RNasen) 
sofort nach Entnahme etwa eine halbe Stunde in RNAlaterTM inkubiert und dann mit 
dieser in flüssigem Stickstoff tiefgefroren worden. Bis zum Gebrauch wurde es bei –80° 
C gelagert. Obwohl die Verwendung von RNAlater das Gewebe stabilisiert und einen 
nicht zu unterschätzenden Schutz vor Degradation bietet, wurde beim Umgang mit 
RNA-Proben strengstens auf angemessene Arbeitsbedingungen geachtet. So wurde der 
Arbeitsbereich vor Beginn sorgfältig mit LTK gereinigt sowie alle Materialien, die in 
Kontakt mit der Probe kommen, autoklaviert bzw. Röntgen-bestrahlt. Flüssigkeiten wie 
das zur Eluation benötigte Wasser wurden mit 0,1%igem Diethylpyrocarbonat (DEPC), 
einem potenten RNAse-Inhibitor, vorbehandelt und dann autoklaviert, um DEPC restlos 
zu entfernen. Da die RNA mit jedem Schritt der Isolation empfindlicher gegenüber 
Kontamination wird, war des Weiteren das mehrmalige Wechseln von Handschuhen  
Pflicht. 
Die RNA-Extraktion wurde mithilfe des RNeasy Protect Mini Kit von Qiagen 
durchgeführt, das die Isolation von bis zu 100 µg RNA bestehend aus mindestens 200 
Basen ermöglicht. Durch den Ausschluss kleinerer RNA-Fragmente erhält man letztlich 
eine qualitativ hochwertige RNA-Probe. Das Verfahren beruht auf den selektiven 
Bindungseigenschaften einer Silica-Gel-Membran. Um die RNA freizusetzen, werden 
die Zellen zunächst mit einem stark denaturierenden, Guanidin-Isothiocyanat-haltigen 
Puffer lysiert. Die folgende Homogenisierung reduziert die durch Zerstörung der 
Zellmembran erhöhte Viskosität und schneidet die hochmolekularen 
Desoxyribonukleinsäuren (DNA). Die Zugabe von Ethanol optimiert das 
Bindungsverhalten der Probe, bevor diese auf die Säule mit der geladenen Membran 
gegeben wird. Durch mehrere Waschvorgänge im Verlauf der Extraktion können 
kontaminierende Substanzen effektiv entfernt werden.   
 
Während die tiefgefrorenen Proben auftauten, wurde der RLT-Puffer unter dem Abzug 
mit β-Mercaptoethanol (β-ME) versetzt. Dies geschah im Verhältnis 100:1 (10 µl β-ME 
auf 1 ml RLT-Puffer). Maximal 30 mg des aufgetauten Gewebes wurden nun in eine der 
Organstruktur angepassten Menge dieses β-ME-RLT-Puffer-Gemisches gegeben; bei 
Leber und Niere nahmen wir 600 µl, während bei Herz 500 µl und bei Aorta 300 µl 
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ausreichten. Danach wurde die Probe mithilfe der Mixer Mill zweimal zwei Minuten 
lang bei 20 Hz homogenisiert.  
Handelte es sich bei dem zu analysierenden Organ um Herz, so wurde an dieser Stelle 
ein zusätzlicher Schritt nötig: Aufgrund des hohen Anteils an kontraktilen Proteinen und 
an Kollagen gehört das Myocard zu den Geweben, bei denen sich die RNA-Isolation 
schwieriger gestaltet. Deshalb versetzten wir die homogenisierten Proben nun mit 590 
µl zweifach destilliertem Wasser sowie mit 10 µl Proteinase K und mischten dies 
vorsichtig mithilfe der Pipettenspitze. Nach zehnminütiger Inkubation bei 55° C wurde 
die Isolation schließlich ebenso fortgesetzt wie bei allen anderen Proben.  
Zunächst wurde drei Minuten bei Raumtemperatur mit maximaler Geschwindigkeit 
zentrifugiert. Anschließend pipettierten wir den Überstand in ein neues Reaktionsgefäß 
und fügten unmittelbar 100%iges Ethanol hinzu. Die Menge variierte wiederum in 
Abhängigkeit von dem zuvor verwendeten Volumen des β-ME-RLT-Puffer-Gemisches; 
so benötigten wir bei Leber und Niere 600 µl, dagegen bei Herz nur 500 µl und bei 
Aorta lediglich 300 µl.  
Von dem neu entstandenen Gemisch gaben wir bis zu 700 µl auf eine RNeasy-Säule, 
die einem 2 ml-Reaktionsgefäß aufsaß. Nach Zentrifugation bei 10.600 g für 15 s wurde 
der im Reaktionsgefäß befindliche Überstand verworfen und mit einem gegebenenfalls 
verbliebenen Rest der Probe noch einmal ebenso verfahren.  
Da wir beabsichtigten, die isolierte RNA nach Umschreibung in DNA mittels Real-
Time-PCR zu quantifizieren, hielten wir es für sinnvoll, auch den optionalen DNase-
Verdau durchzuführen. Auf diese Weise ließen sich kleine DNA-Rest-Mengen 
entfernen, die bei einem so sensitiven Verfahren wie der TaqMan-Analyse interferieren 
könnten. Dazu wurde die Säule mit 350 µl RW 1-Puffer gewaschen, 15 s lang bei 
10.600 g zentrifugiert und der Durchlauf verworfen. Um den DNase-Verdau 
durchzuführen, stellten wir aus jeweils 10 µl DNase I Stock Solution und 70 µl RDD-
Puffer eine gebrauchsfertige Lösung her. Diese 80 µl wurden schließlich direkt auf die 
Membran der Säule gegeben. Nach 15-minütiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde 
die DNase durch einen zweiten Waschvorgang mit 350 µl RW 1-Puffer sowie erneute 
Zentrifugation bei 10.600 g für 15 s wieder entfernt. 
Es folgten zwei weitere Waschschritte mit jeweils 500 µl RPE-Puffer und 
anschließender Zentrifugation. Danach wurde die Säule noch einmal für eine Minute bei 
maximaler Geschwindigkeit leergeschleudert. Letztlich konnte die RNA mit 30 µl 
RNAse-freiem Wasser durch einminütige Zentrifugation bei 21.000 g in ein RNAse-
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freies Reaktionsgefäß eluiert werden. Die frisch extrahierte RNA wurde sofort bei –80° 
C tiefgefroren.  
 
3.5.2 Bestimmung der RNA-Konzentration mittels Agilent bzw. Photometer 
Zur Bestimmung von Quantität und Qualität der isolierten RNA verwendeten wir 
zunächst den Agilent Bioanalyzer 2100. Das Prinzip beruht auf einer kapillar-
elektrophoretischen Auftrennung der RNA-Fragmente. Es wurde auf Eis und mit 
größter Vorsicht vor möglicher Kontamination gearbeitet. 
 
Dazu wurden sowohl die Proben als auch die sogenannte Ladder, die als Standard 
diente, langsam aufgetaut. Um die Nukleinsäuren aus ihrem stark gewendelten Zustand 
zu entwickeln, wurden sie für zwei Minuten auf  70° C erwärmt, anschließend zwei 
Minuten auf Eis geschockt und kurz bei 2600 g zentrifugiert. 
Mithilfe des RNA 6000 Nano Assay Kit von Agilent wurde der für die Analyse 
erforderliche Gel-Färbe-Mix hergestellt. Dabei war darauf zu achten, dass das Färbe-
Konzentrat weitestgehend vor Licht geschützt wurde. Vor Beginn der Messung musste 
das Gerät stets einem Reinigungslauf mit RNaseZAP unterzogen werden, im Anschluss 
daran wurden die Elektroden mit RNase-freiem Wasser gespült.  
Nun konnte der Chip streng nach Vorschrift mit dem Gel-Färbe-Mix, dem Marker, der 
Ladder sowie den Proben beladen werden. Dabei war es besonders wichtig, blasenfrei 
zu pipetieren, um Schwierigkeiten während der folgenden Messung zu vermeiden. Nach 
einer Minute bei 2.400 rpm auf dem Vortexer von IKA wurde mittels Eukaryote Total 
RNA Nano Assay (2100 Expert Software) analysiert. Abschließend wurde das Gerät 
wiederum mit RNaseZAP und RNase-freiem Wasser gereinigt. Mithilfe der in der 
Ladder enthaltenen bekannten Mengen 18s rRNA und 28s rRNA sowie der Fläche unter 
der jeweiligen Kurve ließen sich die RNA-Konzentrationen in der entsprechenden Probe 
berechnen. Verunreinigungen konnten aufgrund fehlender Unregelmäßigkeiten im 
Bereich der Baseline ausgeschlossen werden. 
 
Nachdem sich bei diesem Verfahren gute Werte für alle exemplarisch gemessenen 
Proben ergeben hatten, konnten wir bei den übrigen Proben der weniger aufwändigen 
Analyse durch das Photometer den Vorzug geben. Dadurch dass RNA ein 
Absorptionsmaximum bei 260 nm aufweist, ließ sie sich gut quantifizieren. Die bei 
dieser Wellenlänge gemessenen Werte für unsere 1:50-verdünnten Proben führten über 
das Lambert-Beersche Gesetz E = c d ε zu den gesuchten RNA-Konzentrationen. Die 
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Extinktion E ist somit das Produkt aus Konzentration c, Durchmesser der Küvette D    
(1 cm) und Extinktionskoeffizient ε (für RNA 25). 
Um eine Aussage über den Grad der Kontamination zu machen, bestimmten wir 
ebenfalls die Extinktion bei 280 nm. In diesem Bereich liegt das Absorptionsmaximum 
von verunreinigenden Proteinen. Erhielt man bei Division der Extinktion bei 260 nm 
durch die Extinktion bei 280 nm einen Quotienten zwischen 1,8 und 2, so konnte man 
von optimal sauberer RNA ausgehen.  
 
3.5.3 Reverse Transkription (RT) 
Bevor wir mit der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) fortfahren konnten, mussten wir 
die gewonnene RNA zuerst in den Gegenstrang, die sogenannte cDNA, umschreiben. 
Für diese reverse Transkription (RT) verwendeten wir das RT Core Kit von Eurogentec. 
Bei diesem Verfahren war wieder akribisch auf möglichst RNase-freie 
Arbeitsverhältnisse zu achten.  
 
Die extrahierte RNA wurde langsam auf Eis aufgetaut und danach einmal kurz 
zentrifugiert. Mithilfe der im Agilent bzw. Photometer gemessenen RNA-Konzentration 
ließ sich nun berechnen, inwieweit jede einzelne Probe verdünnt werden musste, um 
etwa 200 ng RNA in 4 µl Volumen zu erhalten.  
Der Master Mix wurde hergestellt aus jeweils 1 µl 10fach Reaktionspuffer, 2 µl 25 mM 
Magnesiumchlorid-Lösung, 2 µl 2,5 mM dNTP-Lösung, 0,5 µl Random Nonamer sowie 
0,2 µl RNase-Inhibitor und 0,25 µl Euro-Script-RT direkt aus der Kühlung. Durch die 
Verwendung von Random-Oligomeren konnte die komplette RNA-Population inklusive 
rRNA und tRNA erfasst werden. 
Anschließend wurden die Softstrips entsprechend mit 4 µl Template befüllt und jeweils 
6 µl Master Mix an den Rand pipettiert. Um die beiden Lösungen optimal zu mischen, 
zentrifugierten wir die Proben kurz. Im Cycler wurde dann die reverse Transkription 
initiiert. Dazu wurden die Proben über unterschiedliche Zeiträume bei bestimmten 
Temperaturen inkubiert: zunächst zehn Minuten bei 25° C, daraufhin 30 Minuten bei 
48° C und zur Inaktivierung der Reversen Transkriptase fünf Minuten bei 95° C. Die 
entstandene cDNA wurde bis zur weiteren Verarbeitung bei –20° C gelagert. 
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3.5.4 Real Time-Polymerase Chain Reaction 
Im nächsten Schritt wurde die gewonnene cDNA quantifiziert, um auf diese Weise 
durch die Applikation von R-641 hervorgerufene Veränderungen in der Expression 
bestimmter Gene aufdecken zu können. Die PCR stellte hier die Methode der Wahl dar. 
In diesem Verfahren lässt sich DNA durch 30- bis 40-fache Wiederholung von drei 
Schritten exponentiell vervielfältigen: Zunächst wird der Doppelstrang durch Erhöhen 
der Temperatur auf 95° C denaturiert. Nach raschem Abkühlen auf 60° C kommt es 
zum Annealing; dabei binden die zugegebenen Sense- und Antisense-Primer, die in 
ihrer Sequenz komplementär zum Randbereich des gesuchten DNA-Abschnitts sind, 
jeweils an den entsprechenden Einzelstrang. Im dritten Schritt komplementiert die 
DNA-Polymerase die Einzelstränge zum jeweiligen Doppelstrang (Extension); diese 
Polymerase stammt meist von Thermus aquaticus (Taq), einem thermophilen 
Bakterium, so dass ihre Aktivität auch bei Temperaturen bis zu 100° C nicht 
beeinträchtigt wird. 
Im Sinne unserer Fragestellung führten wir eine TaqMan-Analyse im Rahmen einer 
Real-Time-PCR durch; dieses Verfahren ermöglicht die hochspezifische Detektion von 
Amplifikations-Produkten. Die Real-Time-PCR unterscheidet sich von der 
konventionellen PCR durch die kontinuierliche Aufzeichnung des Verlaufs in 
„Echtzeit“. Es geht also nicht darum, die Menge eines Zielgens nach Ablauf einer 
bestimmten Anzahl von Zyklen nachzuweisen, sondern darum, genau den Zyklus zu 
definieren, nach dem sich das Zielgen zum ersten Mal detektieren lässt.  
Im Mittelpunkt der TaqMan-Technologie steht der Einsatz von einer für das gesuchte 
Gen charakteristischen Sonde. Diese ist am 5’-Ende mit einem fluoreszierenden 
Reporter-Farbstoff markiert und am 3’-Ende an einen Quencher-Farbstoff gebunden. 
Solange die Sonde bei Anregung intakt ist, gibt der Reporter seine Energie über das 
Oligonukleotid an den Quencher weiter, so dass nur ein Fluoreszenz-Signal vorhanden 
ist (Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer). Bindet die Sonde jedoch an die 
entsprechende Zielsequenz der cDNA, so wird sie bei der Verlängerung des Primers 
durch die 5’-Nuklease-Aktivität der Taq-DNA-Polymerase gespalten. Infolgedessen 
leuchtet auch der Reporter-Farbstoff und es können zwei Signale detektiert werden. 
Darüber hinaus löst sich die Sonde bei der Extension wieder komplett von dem zu 
amplifizierenden Strang, ohne dass die Kettenreaktion unterbrochen werden muss. Mit 
jedem Zyklus der PCR werden weitere Reporter-Moleküle von den an die Template-
DNA hybridisierten Sonden abgesprengt; somit steigt die Fluoreszenz-Intensität 
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proportional mit dem synthetisierten Amplikon. Auf diese Weise lässt sich die initiale 
Menge des Nukleinsäure-Abschnitts ermitteln. 
Während der ersten Zyklen zeigen sich kaum Veränderungen bezüglich der 
Fluoreszenz; das in diesem Bereich vorhandene Hintergrund-Leuchten bezeichnet man 
als Baseline. Es muss der Punkt – Threshold – definiert werden, an dem die Intensität 
des Signals diese Baseline überschreitet. Der Zyklus, in dem genau dies passiert, wird 
für jede Probe als CT-Wert (threshold cycle) angegeben. Mithilfe von Ansätzen 
bekannter Konzentration ließ sich eine Standardkurve erstellen, anhand der die 
gesuchten Werte schließlich berechnet werden konnten. 
Da sich uns die Frage stellte, ob bzw. inwieweit das von uns verabreichte Medikament 
Einfluss auf das Muster der Genexpression nahm, setzten wir die absoluten 
Konzentrationen von gesuchtem Gen und 18s rRNA in Relation zueinander. Mithilfe 
des „house-keeping“-Gens 18s ließen sich die gemessenen Konzentrationen im 
Verhältnis zur Basis-Genexpression des Gewebes normieren. 
 
Auch wenn cDNA prinzipiell stabiler ist als RNA, so gelten auch bei diesem Versuch 
strengste Richtlinien bezüglich hygienischer Maßnahmen; in diesem Falle auch um eine 
Kontamination der Arbeitsflächen und –geräte insbesondere mit hochkonzentrierten 
Standards zu vermeiden. Die tiefgefrorene cDNA wurde langsam auf Eis aufgetaut und 
einmal kurz zentrifugiert. Der vorhandene Standard für das zu messende Zielgen wurde 
Schritt für Schritt 1:10, 1:100, 1:1.000 und 1:10.000 mit RNase-freiem Wasser verdünnt 
und jeweils gevortext.  
Zur Herstellung eines Mastermixes nahmen wir das qPCR Core Kit for Sybr®Green I 
von Eurogentec zu Hilfe. Pro zu messendem Well wurden jeweils 13,19 µl RNase-
freies Wasser, 2 µl zehnfach Reaktionspuffer, 1,4 µl 50 mM Magnesiumchlorid-
Lösung, 0,8 µl 5 mM dNTP-Lösung, 0,2 µl Sense-Primer-Lösung, 0,2 µl Antisense-
Primer-Lösung, 0,12 µl der entsprechenden Sonde sowie 0,09 µl Taq Polymerase in ein 
RNase-freies Reaktionsgefäß pipettiert.  
Nun wurden 2 µl jeder Probe sowie jedes Standards unten in die Vertiefungen 
hineingegeben; dabei wurde stets alles in Doppelbestimmung angesetzt. Anschließend 
pipettierten wir 18 µl des vorbereiteten Mastermixes jeweils oben an den Rand der 
Mulde, beginnend sowie endend mit einem Well für den No Template Control (NTC)-
Wert, der als Negativkontrolle herangezogen wurde. Nach Anbringen der Abdeckfolie 
wurde einmal für wenige Sekunden bei 1000 rpm zentrifugiert, um den Mastermix mit 
der Probe zusammenzubringen. Schließlich konnte der ABI PRISM 7700 Sequence 
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Detector von Applied Biosystems mit der Analyse beginnen. Dazu wurde zunächst die 
Taq-Polymerase durch zehnminütige Inkubation bei 95° C aktiviert. Im Anschluss fand 
40 Mal ein Erhitzen auf 95° C für 15 Sekunden und ein Abkühlen auf 60° C für eine 
Minute statt (2-step-protocol). Durch diese Temperaturschwankungen kommt es 
abwechselnd zur Denaturierung und zum Annealing mit konsekutiver Elongation der 
DNA. 
 
Tabelle 3. 1: Sequenzen der verwendeten Primer und Sonden 
Gen Sequenzen der Primer und Sonden  Reporter Quencher 
18s  rRNA nicht erhältlich VIC TAMRA 
Sense: AGATGGTGATGGGCTTCCC 
Antisense: GGCAAATTCAACGGCACAGT 
GAPDH 
Sonde: AAGGCCGAGAATGGGAAGCTTGTCATC 
6-FAM TAMRA 
Sense: CAAGTAGCCAGGTTCAACGATCT 
Antisense:GACTTGTATGGTCAAGGTGAAACTCTT 
cbfa-1 
Sonde: Fam-CTCGTCCGCTCCGGCCCA-Tamra 
6-FAM TAMRA 
Sense: GACCATGAGATTGGCAGTGATTT 
Antisense: GATCTGGGTGCAGGCTGTAAAG 
OPN 
Sonde: Fam-ATTGCCTCCTCCCTCCCGGTG-Tamra 
6-FAM TAMRA 
Sense: GCAGAGGTGGCGAGCTAAAG 
Antisense: AGCGCTCACACAGCATGTAGTC 
MGP 
Sonde: GAGAGTCCAGGAACGCAACAAGCCTGC 
6-FAM TAMRA 
 
 
 
3.6 Histologische Methoden 
 
Zur Bestätigung der auf molekularbiologischer Ebene gewonnenen Erkenntnisse sollte 
auf Proteinebene die Histologie bzw. die Immunhistologie dienen.  
Nachdem die in den Einbettkassetten befindlichen Proben 48 h in Methacarne fixiert 
worden waren, wurden sie über eine aufsteigende Alkohol-Reihe und Xylol schrittweise 
entwässert und letztlich in Paraffin eingeblockt. Jeweils eine Stunde wurden die Proben 
in folgende Lösungen gegeben: zweimal Ethanol 70%, zweimal Ethanol 96%, dreimal 
Ethanol 100%, dreimal Xylol und schließlich viermal Paraffin bei 60° C. Aus diesen 
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Blöcken wurden mithilfe eines Schlittenmikrotoms ca. 5 µm dicke Schnitte angefertigt 
und auf Objektträger aufgezogen. 
 
3.6.1 Färbung nach von Kossa 
Zur Darstellung des abgelagerten Calciums wurde ein Schnitt jedes Organs nach von 
Kossa gefärbt. Dazu behandelt man das Präparat zunächst mit Silbernitrat. Das 
enthaltene Calcium wird dann oxidiert und durch Silberpartikel ersetzt, die schließlich 
sichtbar gemacht werden können. 
 
Zu Beginn mussten die Paraffinschnitte wieder entparaffiniert werden; jedes Präparat 
wurde dreimal jeweils fünf Minuten in Xylol, dreimal jeweils zwei Minuten in 96%igen 
Ethanol, zweimal jeweils zwei Minuten in 75%igen Ethanol gegeben und im Anschluss 
kurz mit MilliQ abgespült.  
Nach fünfminütigem Bad in 1%iger wässriger Silbernitrat-Lösung wurde der Schnitt 
zehn Minuten in MilliQ gelegt und anschließend eine Minute in Sodaformol entwickelt. 
Danach musste sofort zehn Minuten lang unter laufendem MilliQ gespült werden, bevor 
das Präparat fünf Minuten in 5%iger Natriumthiosulfat-Lösung fixiert und noch einmal 
zehn Minuten unter laufendem MilliQ gespült wurde. Zur Gegenfärbung wurde es für 
zehn Sekunden in 0,1%ige Safranin-O-Lösung gehalten und dann durch 95%igen und 
absoluten Ethanol dehydriert. Zum Abschluss musste man es noch dreimal jeweils fünf 
Minuten in Xylol geben und mit Histokit eindeckeln.  
 
3.6.2 Picrosirius-Rot  
Zur Darstellung von Kollagen Typ I und Typ III wurden die Schnitte zunächst über 
Nacht bei 70° C gelagert und am folgenden Tag ähnlich wie bei von Kossa mit einer 
absteigenden Alkoholreihe wieder entparaffiniert (dreimal jeweils fünf Minuten in 
Xylol, danach jeweils zweimal für drei Minuten in 100%igem, 90%igem, 80%igem und 
70%igem Ethanol). 
Direkt im Anschluss wurden die Präparate für 20 Minuten in die Färbelösung bestehend 
aus Siriusrot und Picrinsäure (100% wässrig, kalt gesättigt) gegeben. Nach kurzem 
Spülen mit Wasser, aufsteigenden Alkoholkonzentrationen (70%, 80%, 90%, 100%) 
und Xylol konnten die Schnitte mithilfe von Histokit eingedeckelt werden. 
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3.6.3 Immunhistologie auf Fibronektin 
Auch zu Beginn einer immunhistologischen Färbung mussten die Schnitte deparaffiniert 
(dreimal fünf Minuten in Xylol) und in Ethanol (dreimal zwei Minuten in 100%, 
zweimal zwei Minuten in 96% und einmal zwei Minuten in 70%) rehydriert werden. Im 
nächsten Schritt wurde die im Präparat enthaltene endogene Peroxidase durch ein 
zehnminütiges Bad in Wasserstoffperoxid (3%) geblockt. Nach zweimaligem Spülen 
mit PBS konnte der mit Blockpuffer 1:50 verdünnte Primär-Antikörper aufgebracht 
werden (etwa 50 µl pro Schnitt). Hierbei handelte es sich um einen polyklonalen Anti-
Ratten-Fibronektin-Antikörper vom Kaninchen, der auch mit dem Fibronektin der Maus 
kreuzreagiert. Zur Komplexbildung wurden die Schnitte für eine Stunde bei 4° C 
aufbewahrt und danach erneut zweimal mit PBS gewaschen. Anschließend wurde der 
Sekundär-Antikörper – wiederum in Blockpuffer gelöst – in einer Verdünnung von 
1:300 aufgetragen. Dieser biotinylierte Zweit-Antikörper stammte von der Ziege und 
reagierte mit dem Antikörper des Kaninchens. Wiederum wurde zweimal mit PBS 
gewaschen. 
Danach wurden die Präparate für 30 Minuten bei Raumtemperatur mit dem ABC-
Komplex aus dem ABC-Kit Elite inkubiert und erneut zweimal für fünf Minuten mit 
PBS gewaschen. Im Anschluss gab man die Schnitte für zehn Minuten in 37° C warme 
Diaminobenzidin (DAB)-Arbeitslösung und wusch daraufhin fünf Minuten mit 
destilliertem Wasser. Nun wurde zwei Minuten mit Methylgrün gegengefärbt und 
zweimal kurz in 96%igem Ethanol gespült. Zum Abschluss musste noch dreimal mit 
100%igem Ethanol dehydriert werden, bevor die Präparate nach dreimaligem Waschen 
in Xylol mithilfe von Histokit eingedeckelt werden konnten. 
 
3.6.4 Osteohistomorphometrie 
Aufgrund der Kooperation mit Amgen bei diesem Projekt wurde dieser Versuchsteil 
von Mitarbeitern des Konzerns in den USA durchgeführt. Dabei wurde der distale 
Femur mit der Trichromfärbung nach Masson-Goldner aufgearbeitet und ausgewertet. 
Dazu wurden im kortikalen Bereich des Schafts die prozentuale Knochenfläche, der 
periosteale und der endosteale Knochenumfang sowie kortikale Knochenbreite und –
dicke bestimmt. Außerdem wurden für den trabekulären Knochen aus dem Bereich der 
Metaphyse folgende Werte gemessen: Volumen, Oberfläche pro Volumen, Dicke, 
Anzahl der Trabekel, trabekuläre Separation, Osteoid-Oberfläche, -dicke und –volumen 
sowie mineralisiertes Knochenvolumen, Osteoblasten- und Osteoklasten-Oberfläche.  
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3.7 Statistische Auswertung  
 
Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe von Microsoft Excel. Signifikante 
Unterschiede wurden durch Anwendung des t-Tests ermittelt und entsprechen einer 
Irrtumswahrscheinlichkeit von < 5% (p < 0,05).  
 29 
 
4. ERGEBNISSE 
 
4.1 Vorversuch 
 
Zur Dosisfindung wurden 24 zwei Monate alten DBA/2-Mäusen 3 bzw. 10 mg/kg R-
641 verabreicht. Serienmessungen ergaben dosis- und zeitabhängig eine signifikante 
Reduktion des Serum-Calciums. Das Minimum im Gesamt-Calcium wurde in beiden 
Gruppen 6 h nach Applikation erreicht. Beim ionisierten Calcium ließ sich der 
Tiefstpunkt bei einer Dosis von 10 mg/kg erst nach 24 h messen. Die Werte sanken 
dabei von 1.33 ± 0.04 auf 1.02 ± 0.01 mmol/l und die Wirkung der Substanz hielt für 
mindestens 48 h an. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Abbildung 4. 1: Calcium (ionisiert und gesamt), Phosphat und Calcium-Phosphat-Produkt im 
Verlauf des Vorversuchs. 
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Phosphat zeigte bei der höheren Dosis innerhalb der ersten 24 h einen signifikanten 
Anstieg, normalisierte sich jedoch am zweiten und dritten Tag wieder völlig. Dagegen 
ließ sich für das Calcium-Phosphat-Produkt in keiner der beiden Gruppen zu 
irgendeinem Zeitpunkt eine signifikante Veränderung nachweisen. 
Da trotz einer effektiven Senkung des ionisierten Calciums über 48 h und mehr keines 
der Tiere in diesem Pilot-Versuch klinische Zeichen der Hypokalzämie zeigte, 
entschieden wir uns für eine Dosis von 10 mg R-641 pro kg Körpergewicht. 
 
 
4.2 Überleben 
 
Im ersten Teilversuch verstarben insgesamt vier Tiere frühzeitig; dabei handelte es sich 
ausschließlich um Knockouts. Drei dieser vier Mäuse stammten aus der Vehikelgruppe 
und verendeten unabhängig vom Vorgang der Gavage oder der retroorbitalen Punktion 
im Verlauf des Experiments. 
Bei den älteren Tieren starben sechs Tiere vor dem offiziellen Versuchsende. Bei allen 
drei mit R-641 behandelten Mäusen stand der Tod in direktem Zusammenhang mit der 
durchgeführten Zwischenblutentnahme, so dass davon auszugehen ist, dass diese im 
Rahmen der Hypokalzämie deutlich schlechter toleriert wurde. Die beiden unbehandelt 
verstorbenen Knockouts litten unter einem laborchemisch bestätigten fortgeschrittenen 
Stadium der Niereninsuffizienz.  
 
Tabelle 4. 1: Überlebensraten in den einzelnen Gruppen  
 jung alt 
WT Vehikel 10/ 10 = 100% 9/ 10 = 90% 
WT R-641 10/ 10 = 100% 8/ 10 = 80% 
Knockout Vehikel 5/ 8 = 62,5% 6/ 8 = 75% 
Knockout R-641 8/ 9 = 88,9% 7/ 8 = 87,5% 
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4.3 Bestimmung der Serum-Parameter 
 
4.3.1 Calcium und Phosphat 
Calcium und Phosphat im Serum verhielten sich unseren Erwartungen entsprechend: Da 
die Blutuntersuchungen im ersten Teilversuch jeweils nach Abklingen der R-641-
Wirkung durchgeführt wurden, zeigten sich bei allen Tieren Werte im Normbereich. 
Fasst man die beiden Untergruppen zusammen, so ergibt sich bei der finalen 
Blutentnahme für junge Wildtypen ein Mittelwert von 2,30 mmol/l ± 0,07 mmol/l 
versus 2,36 mmol/l ± 0,12 mmol/l für junge Knockouts. Die Einheitlichkeit der 
Phosphat-Verteilung wird durch zwei unverständlich hohe Werte (3,49 und 3,68 
mmol/l) in der Wildtyp-Vehikel-Gruppe gestört. 
Im zweiten Teilversuch lässt sich dagegen die hypokalzämische Episode zum Zeitpunkt 
des Wirkungsmaximums von R-641 gut nachvollziehen. Signifikanz zeigte sich 
allerdings nur im Vergleich der beiden Wildtyp-Gruppen (p = 0,00015), während bei 
den Knockout-Gruppen lediglich eine starke Tendenz bestand (p = 0,071). Gleichzeitig 
bewirkt die Reduktion des PTH bei den mit Verum behandelten Tieren eine verminderte 
Inhibition der Phosphat-Resorption und somit einen Anstieg des Serum-Phosphat-
Werts. Auch dies wird nur bei den Wildtypen signifikant (p = 0,00054). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4. 2: Calcium und Phosphat im Serum zum Zeitpunkt der Finalisierung (Cave: 
Finalisierung der jungen Mäuse zwei Tage nach letzter Gavage; Finalisierung der älteren Mäuse 
einen Tag nach letzter Gavage) 
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4.3.2 Calcium-Phosphat-Produkt 
Die Mittelwerte für das Calcium-Phosphat-Produkt siedelten sich in allen Gruppen im 
Intervall von 58 mg2/dl2 bis 83 mg2/dl2 an bei Standardabweichungen zwischen 5 
mg2/dl2 und 13 mg2/dl2.  Lediglich beim Vergleich der jungen Wildtypen zeigte sich 
eine signifikante Veränderung: mit einem p von 0,047 fiel es von 83 mg2/dl2 ohne 
Behandlung auf 71 mg2/dl2 unter R-641. Dies entspricht der schon vorbeschriebenen 
Wirkung von Kalzimimetika  auf diesen Parameter (59). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4. 3: Calcium-Phosphat-Produkt im Serum zum Zeitpunkt der Finalisierung 
 
 
4.3.3 Kreatinin und Harnstoff 
Als Indikatoren der Niereninsuffizienz zogen wir Kreatinin und Harnstoff im Serum 
heran. Dabei zeigte sich eine mit dem Alter zunehmende Verschlechterung der 
Retentionsparameter, bei den Knockouts (junge vs. alte Tiere; Kreatinin: p < 0,005) und 
noch deutlicher bei den Wildtypen (junge vs. alte Tiere; Kreatinin: p < 10-18, Harnstoff: 
p < 10-4).  
Ein Einfluss von R-641 auf die Progredienz der Niereninsuffizienz ließ sich aus den 
erhobenen Daten nicht ablesen. Vergleicht man jeweils behandelte und unbehandelte 
genotypisch identische Tiere gleichen Alters miteinander, so ergibt sich kein relevanter 
Unterschied. Die augenscheinliche Differenz zwischen Vehikel- und Verum-
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Behandlung bei alten Knockouts bleibt aufgrund einer hohen Standardabweichung  in 
der R-641-Gruppe nicht signifikant.   
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Abbildung 4. 4: Kreatinin und Harnstoff im Serum zum Zeitpunkt der Finalisierung 
 
 
4.4 Bestimmung des PTH im Serum 
 
Wie beabsichtigt zeigten sich im ersten Teilversuch PTH-Werte im Bereich der Norm 
von 12 pg/ml bis 72 pg/ml. Lediglich eine Maus aus der Knockout-Vehikel-Gruppe 
zeigte einen beginnenden Hyperparathyroidismus mit einem Parathormon von           
159 pg/ml. Es ergab sich für keinen Vergleich innerhalb der ersten Versuchshälfte 
statistische Signifikanz. 
Entgegen unserer Erwartungen lagen jedoch auch die bei den älteren Knockout-Tieren 
gemessenen PTH-Werte zum größten Teil in einem normalen Referenzbereich. Bei 
allen früheren Experimenten mit Fetuin-defizienten Mäusen auf unserer Laborfläche 
hatte sich der sekundäre Hyperparathyroidismus im Alter von sechs bis sieben Monaten 
stets manifestiert (39). Unter unseren Tieren fanden sich dagegen nur zwei in der 
unbehandelten (2400 bzw. 246 pg/ml) und zwei in der behandelten Gruppe (666 bzw. 
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169 pg/ml). So blieben aufgrund der hohen Standardabweichung trotz großer 
Unterschiede beim Mittelwert auch in der zweiten Versuchshälfte alle T-Test-
Vergleiche nicht signifikant (unbehandelte vs. behandelte alte Knockouts p = 0,2). 
Fasste man jeweils junge und alte Tiere eines Genotyps mit Verum- bzw. Vehikel-
Behandlung zu einer Gruppe zusammen, zeigte sich ebenfalls kein signifikanter 
Unterschied. 
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Abbildung 4. 5: PTH-Werte zum Zeitpunkt der Finalisierung 
 
 
 
4.5 Bestimmung des Calcium-Gehalts im Gewebe 
 
4.5.1 Röntgen 
Die vor der Finalisierung der Tiere gemachten Röntgenaufnahmen ergaben bei den 
Knockouts makroskopisch keinen Hinweis auf eine verminderte extraossäre 
Kalzifikation unter R-641-Therapie. Sowohl in den unbehandelten als auch in den 
behandelten Gruppen fanden sich zum Einen Mäuse, die stärker verkalkt waren, und 
zum Anderen Mäuse, die weniger stark verkalkt waren (siehe Abbildung 4. 6 bis 
Abbildung 4. 12).    
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Abbildung 4. 6:  
Unbehandelter Wildtyp als Kontrolle 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4. 7: 
Unbehandelter Knockout jung                                                      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4. 8:  
Behandelter Knockout jung 
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Abbildung 4. 9:  
Unbehandelter Knockout alt – stärker 
verkalkt 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4. 10: 
Unbehandelter Knockout alt – weniger 
stark verkalkt 
 
 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4. 11:     Abbildung 4. 12: 
Behandelter Knockout alt –stärker verkalkt   Behandelter Knockout alt – weniger    
                                                                                          stark verkalkt 
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4.5.2 Atomabsorptionsspektrometrie (AAS) 
In der AAS fand sich bei den verschiedenen untersuchten Organen ein uneinheitliches 
Bild. 
 
Vergleicht man den Calcium-Gehalt der Herzen unabhängig von Alter und Behandlung, 
so stellt man fest, dass Knockouts etwa 130-mal so verkalkt waren wie Wildtypen.  
Nimmt man jeweils unbehandelte und behandelte Wildtypen, so zeigt sich 
erstaunlicherweise ein signifikanter Unterschied zugunsten der unbehandelten Tiere – 
und dies sowohl im Bereich der jungen (p = 0,0004) als auch der alten (p = 0,0408) 
Gruppen. Fasst man junge und alte Wildtypen jeweils zusammen, so bleibt die 
statistische Signifikanz pro Vehikelgruppe weiterhin erhalten (p = 0,0011).  
Betrachtet man dagegen die Knockout-Tiere, so liegen die gemessenen Calcium-Werte 
der mit Verum behandelten Gruppen im Altersvergleich jeweils deutlich – jedoch nicht 
signifikant – unter denen der mit Vehikel behandelten Gruppen. Erst wenn man 
wiederum junge und alte Tiere der beiden Behandlungsgruppen jeweils zusammenfasst, 
ergibt sich ein signifikanter Unterschied (p = 0,0313). 
Darüber hinaus zeigt sich, dass der Calcium-Gehalt im Herzen auch bei gesunden 
Individuen im Laufe des Lebens steigt; hier ersichtlich an der signifikanten Zunahme 
zwischen jungen und alten Vehikel-behandelten Wildtypen (p = 0,0321). 
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Abbildung 4. 13: Calcium-Gehalt im Herzen 
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Der Verkalkungsgrad der Leber bei Fetuin-Knockouts in Relation zu dem bei 
Wildtypen ist im Gegensatz zum Herzen deutlich geringer ausgeprägt, so sind 
Wildtypen im Mittel nur fünfmal weniger verkalkt als Knockouts.  
Wie schon beim Herzen zeigt sich auch bei der Leber wieder ein signifikanter 
Unterschied zwischen unbehandelten und behandelten Wildtypen; dieser fällt bei den 
jungen Gruppen erneut zugunsten der Vehikelgruppe aus (p = 0,0355), bei den älteren 
Tieren dagegen pro Verum-behandelte Gruppe (p = 0,00006). Ebenfalls signifikant 
geringer ist der Calcium-Gehalt bei alten, mit R-641-behandelten Wildtypen im 
Vergleich zu demjenigen bei jungen, mit R-641-behandelten Wildtypen (p = 0,0034). 
Vergleiche zwischen den verschiedenen Knockout-Gruppen ergeben keine statistische 
Signifikanz. 
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Abbildung 4. 14: Calcium-Gehalt in der Leber 
 
 
Bei der Untersuchung des Calcium-Gehalts in der Niere zeigte sich ein exponentieller 
Anstieg mit dem Alter der Knockouts. Vergleicht man junge Wildtypen mit jungen 
Knockouts, so ergab sich eine etwa 73-fache Zunahme des Calciums. Stellt man 
denselben Vergleich zwischen den älteren Gruppen an, so sind Knockouts 217-mal so 
verkalkt wie Wildtypen. 
Dies bestätigte sich durch signifikante Unterschiede zwischen jeweils gleich 
behandelten jungen und alten Knockouts: sowohl bei den mit Vehikel (p = 0,0444) als 
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auch bei den mit Verum (p = 0,0450) behandelten Tieren ließ sich ein deutlicher 
Anstieg ermitteln. 
Bei den übrigen Berechnungen ergaben sich keine weiteren signifikanten Ergebnisse. 
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Abbildung 4. 15: Calcium-Gehalt in der Niere 
 
 
In der Lunge war der Calcium-Gehalt bei Knockouts im Mittel 238-mal höher als bei 
Wildtypen. Dabei zeigte sich in Abhängigkeit vom Alter kein Unterschied. Lediglich 
beim Vergleich von mit R-641-behandelten Wildtypen ergab sich ein statistisch 
signifikanter Anstieg mit dem Alter (p = 0,0035). 
Darüber hinaus ließ sich nur bei den alten Widtypen ein signifikanter Unterschied 
ermitteln, wobei dieser zugunsten der mit Vehikel behandelten Gruppe ausfiel (p = 
0,0175).
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Abbildung 4. 16: Calcium-Gehalt in der Lunge 
 
 
Aus der Aorta konnte aufgrund der begrenzten Menge an Gewebe keine AAS 
durchgeführt werden. 
 
4.5.3 Histologische Färbung nach von Kossa 
Die Ergebnisse werden im Rahmen der histologischen Verfahren unter 4.7 vorgestellt. 
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4.6 Real Time-PCR 
 
Da sich bei der AAS der Knockout-Herzen Anhalt für eine Abnahme des Calcium-
Gehalts durch R-641 ergab, sollte dies auf molekularbiologischer Ebene weiter 
untersucht werden. Auch das asservierte Aortengewebe wurde mittels PCR auf die 
Expression von cbfa-1, MGP und Osteopontin analysiert. 
Bei der Versuchsauswertung wurden zur Erhöhung der Fallzahlen jeweils junge und alte 
Tiere in den entsprechenden Gruppen zusammengefasst. 
 
4.6.1 Herz 
Sowohl für cbfa-1 als auch für MGP und OPN ergab sich im Herzgewebe folgendes 
Bild: Beim Vergleich der einzelnen Gruppen mit den Vehikel-behandelten Wildtypen 
zeigte sich jeweils statistische Signifikanz. Dagegen war der Unterschied zwischen 
Vehikel- und R-641-behandelten Knockouts in keiner der drei Versuchsreihen 
signifikant. 
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Abbildung 4. 17: cbfa-1-mRNA im Herzgewebe 
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Abbildung 4. 18: MGP-mRNA im Herzgewebe 
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Abbildung 4. 19: OPN-mRNA im Herzgewebe 
 
 
4.6.2 Aorta 
Im Gegensatz zum Herzgewebe ergab sich bei der Aorta kein einheitliches Bild für alle 
drei analysierten Proteine.  
Statistische Signifikanz zeigte sich bezüglich cbfa-1 nicht nur im Vergleich von R-641-
behandelten Knockouts mit unbehandelten Knockouts (p = 0,0469), sondern auch mit 
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unbehandelten Wildtypen (p = 0,0052). Obwohl der Wert von cbfa-1-mRNA bei 
unbehandelten Knockouts (220,85 Kopien pro 100 Mio. 18s) doppelt so groß war wie 
bei unbehandelten Wildtypen (107,98 Kopien pro 100 Mio. 18s), ergab sich aufgrund 
einer hohen Standardabweichung im Vergleich kein signifikanter Unterschied.  
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Abbildung 4. 20: cbfa-1-mRNA im Aortengewebe 
 
Beim MGP ergab sich allein für den Vergleich von unbehandelten Knockouts mit 
unbehandelten Wildtypen ein signifikanter Unterschied (p = 0,0486), wobei dieser 
zugunsten der Knockouts ausfiel. 
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Abbildung 4. 21: MGP-mRNA im Aortengewebe 
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Für das dem cbfa-1 nachgeschaltete Osteopontin ließ sich sowohl unter den Wildtypen 
(p = 0,01) als auch unter den Knockouts (p = 0,0345) beim Vergleich von 
unbehandelten und behandelten Tieren jeweils ein statistisch signifikanter Unterschied 
nachweisen. Darüber hinaus war OPN bei unbehandelten Knockouts signifikant höher 
als bei unbehandelten Wildtypen (p = 0,0149). 
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Abbildung 4. 22: OPN-mRNA im Aortengewebe 
 
 
4.7 Histologische Verfahren 
 
Die histologische Aufarbeitung des Gewebes diente bei Herz und Aorta lediglich einer 
optischen Darstellung der Ergebnisse, es wurde keine Quantifizierung durchgeführt. 
Somit werden an dieser Stelle auch nur auszugsweise einige der entstandenen Schnitte 
abgebildet. 
 
4.7.1 Herz 
Gegenübergestellt werden Serienschnitte eines unbehandelten Wildtypen und eines 
unbehandelten Knockouts, anhand derer sich die deutliche Zunahme von Calcium im 
Gewebe sowie eine deutliche Bindegewebsvermehrung nachvollziehen lässt. Bei den 
Knockouts erkennt man, dass sich Kollagen und Fibronektin um das zentral gelegene 
Calcium-Depot anordnen. 
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Abbildung 4. 23: WT Vehikel – von Kossa 
 
 
Abbildung 4. 24: WT-Vehikel – 
Picrosirius-Rot 
 
 
Abbildung 4. 25: WT-Vehikel – 
Fibronektin  
 
Abbildung 4. 26: KO-Vehikel – von Kossa 
 
 
Abbildung 4. 27: KO-Vehikel – 
Picrosirius-Rot 
 
Abbildung 4. 28: KO-Vehikel – 
Fibronektin  
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4.7.2 Aorta 
Hier wird auszugsweise ein unbehandelter Wildtyp einem behandelten Knockout 
gegenübergestellt. In der Picrosirius-Rot-Färbung zeigt sich beim Knockout bereits 
primavista eine Auflösung der Anordnung kollagener Fasern. Im Gegensatz zum 
Wildtyp lassen sich Kollagene nicht nur in der Adventitia, sondern auch in anderen 
Wandschichten nachweisen und führen dadurch zu einem merklichen Elastizitätsverlust. 
Auch in der immunhistochemischen Fibronektin-Färbung zeigt sich eine 
wandschichtenübergreifende Faservermehrung. 
 
 
Abbildung 4. 29: WT-Vehikel – 
Picrosirius-Rot  
 
 
Abbildung 4. 30: WT-Vehikel – 
Fibronektin
 
Abbildung 4. 31: KO-R-641 – Picrosirius-
Rot 
 
 
Abbildung 4. 32: KO-R-641 – Fibronektin  
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4.7.3 Osteohistomorphometrie 
Wie in Kapitel 3 beschrieben wurden in diesem Versuchsteil sämtliche messbare 
Parameter bestimmt. An dieser Stelle sollen jedoch nur die im Gesamtzusammenhang 
relevanten Daten vorgestellt werden, somit beziehen sich folgende Ergebnisse allesamt 
auf trabekulären Knochen. Drei und fünf Monate alte Tiere wurden zur Auswertung in 
den jeweiligen Gruppen zusammengefasst. 
Eine bedeutende Rolle kommt den Osteoid-Parametern zu, die bei unbehandelten 
Knockouts wie erwartet signifikant erhöht waren. Sowohl Osteoid-Oberfläche als auch 
Osteoid-Volumen ließen sich unter R-641 jedoch auf Werte im Bereich der 
unbehandelten Wildtypen senken. Die Osteoid-Dicke blieb von der Therapie 
unbeeinflusst. 
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Abbildung 4. 33: Osteoid-Oberfläche im Bereich der Metaphyse des distalen Femurs 
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Abbildung 4. 34: Osteoid-Volumen im Bereich der Metaphyse des distalen Femurs 
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Abbildung 4. 35: Osteoid-Dicke im Bereich der Metaphyse des distalen Femurs 
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Darüber hinaus ließ sich bei unbehandelten Knockouts eine Zunahme der Osteoklasten-
Aktivität als Zeichen der Knochenbeteiligung bei SHPT nachweisen. Diese war unter 
der kalzimimetischen Therapie nicht regredient.  
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Abbildung 4. 36: Osteoklasten-Oberfläche im Bereich der Metaphyse des distalen Femurs 
 
Die bereits in der Einleitung beschriebene Zunahme von trabekulärem 
Knochenvolumen und trabekulärer Knochendichte unter R-641 ließ sich – für das 
Volumen zwar nur tendentiell – ebenfalls nachvollziehen.  
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Abbildung 4. 37: Trabekuläres Knochenvolumen im Bereich der Metaphyse des distalen 
Femurs 
 50 
 
 
 
Trabekuläre Dicke
0
10
20
30
40
50
60
70
1 2 3 4
µm
* p = 0,0270
* p = 0,00003
* p = 0,0032
W
T 
Ve
h 
 
W
T 
R
64
1 
KO
 
Ve
h 
 
KO
 
R
64
1 
 
Abbildung 4. 38: Trabekuläre Knochendicke im Bereich der Metaphyse des distalen Femurs 
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5. DISKUSSION 
 
Gegenstand unserer Untersuchungen war die Wirkung kalzimimetischer Komponenten 
auf die extraossäre Kalzifikation sowie die renale Osteopathie bei der Fetuin-defizienten 
Maus, die als Modell für eine mäßiggradig fortgeschrittene chronische 
Niereninsuffizienz diente. 
Schon lange ist bekannt, dass der aus der Niereninsuffizienz resultierende, 
unkontrollierte sekundäre Hyperparathyreoidismus auf Dauer zu einer Entkalkung des 
Knochens und einer Verkalkung von Organen, Weichteilen und Gefäßen führt. Diese 
sind schließlich ursächlich für multiple kardiovaskuläre Komplikationen, die 
insbesondere bei diesem Patienten-Kollektiv aufgrund der Komorbidität häufig tödlich 
verlaufen. Nachdem die Wirksamkeit von Kalzimimetika als Senker des Parathormon-
Spiegels unbestritten ist (58;59), stellte sich im Folgenden die Frage, ob darüber hinaus 
noch nützliche „Nebenwirkungen“ – sogenannte pleiotrope Effekte auf beispielsweise 
PTH-unabhängige extraossäre Kalzifikationen – bestehen. In den durchgeführten 
Untersuchungen ließ sich in verschiedenen Teilbereichen tatsächlich ein zusätzlicher 
protektiver Effekt nachweisen. 
 
Bereits im Vorversuch erbrachte das aus R-568 weiterentwickelte Kalzimimetikum R-
641 vielversprechende Ergebnisse: Bei deutlich verbesserter Pharmakokinetik und sehr 
guter Verträglichkeit ließen sich Parathormon, Calcium, Phosphat und Calcium-
Phosphat-Produkt problemlos in den Zielbereich senken. Darüber hinaus entwickelte 
trotz effektiver Dosis keines der Tiere eine symptomatische Hypokalzämie. 
Auch im Verlauf bewiesen die bestimmten Werte, dass die verabreichte Dosis 
angemessen und die Wirksamkeit von R-641 in beiden Teilversuchen gewährleistet 
war: Wie erwartet entwickelten die Tiere nach Applikation des Medikaments 
Hypokalzämien, so dass das ionisierte Serum-Calcium im Wirkungsmaximum bis auf 
0,91 mM supprimiert war. Nach 48 Stunden und somit 24 Stunden vor Gabe der 
nächsten Dosis war es allerdings ausnahmslos wieder in den Normbereich angestiegen. 
Die Serum-Phosphat-Werte lagen zwei Tage nach Einnahme von R-641 ebenfalls 
wieder auf normalem Niveau. Die im Wirkungsmaximum beobachtete 
Hyperphosphatämie war bei den Wildtypen deutlicher ausgeprägt als bei den 
Knockouts. Hintergrund ist die verminderte Inhibition der Phosphat-Resorption durch 
die PTH-Reduktion. Möglicherweise fällt dieser Effekt bei den Knockouts aufgrund der 
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bereits initial gestörten Calcium-Phosphat-Homöostase im Rahmen der gesteigerten 
renalen Phosphat-Retention weniger ins Gewicht.  
Wie auch in früheren klinischen Studien konnte das Calcium-Phosphat-Produkt im 
Wirkungsmaximum des Medikaments bei unseren Knockouts tendentiell gesenkt 
werden (59). 
Somit waren die Voraussetzungen für weitergehende Untersuchungen gegeben. 
 
Um den optimalen Zeitpunkt für den Beginn des zweiten Teilversuchs festzulegen, 
betrachteten wir einerseits die Kreatinin- und andererseits die PTH-Werte aus dem 
ersten Teilversuch. Hier zeigten die Knockouts am Ende des Versuchs und somit in 
einem Alter von 4 ½ Monaten eine beginnende Niereninsuffizienz bei noch 
bestehendem Normoparathyreoidismus. Sie wiesen fast ebenso hohe Retentionswerte 
auf wie die 7 ½-monatigen Wildtypen am Ende des zweiten Versuchsteils – und dies bei 
einem deutlich geringeren Durchschnittsgewicht (Kreatinin 19 µM bei jungen 
Knockouts vs. 23 µM bei alten Wildtypen; Harnstoff 11 mM bei jungen Knockouts vs. 
8,5 mM bei alten Wildtypen; Körpergewicht 22,5 g bei jungen Knockouts vs. 26,7 g bei 
alten Wildtypen). Nur eine junge Knockout-Maus verstarb bei progredientem 
Nierenversagen und einem etablierten Hyperparathyreoidismus bereits kurz vor Ende 
des ersten Versuchsabschnitts. So war davon auszugehen, dass die Tiere für den zweiten 
Versuch in den nächsten Wochen terminal niereninsuffizient und sekundär 
hyperparathyreot sein würden.  
Auch in Anbetracht der Tatsache, dass sich der SHPT bei allen früheren Experimenten 
mit Fetuin-defizienten Mäusen auf unserer Laborfläche stets im Alter von sechs 
Monaten manifestiert hatte (39), begannen wir mit den übrigen – inzwischen auch sechs 
Monate alten Tieren – den zweiten Teilversuch. Die meisten der alten Knockouts 
zeigten schließlich auch eine progrediente Niereninsuffizienz; entgegen unserer 
Erwartungen lagen jedoch die gemessenen PTH-Werte zum größten Teil noch in einem 
normalen Referenzbereich. Nur vereinzelt wiesen die älteren Knockouts eine 
hyperparathyreote Stoffwechsellage auf: in der Verum-Gruppe fanden sich insgesamt 
zwei, in der Vehikel-Gruppe vier Tiere, von denen allerdings zwei bereits vor 
Versuchsende mit einem Kreatinin von > 50 µM und einem PTH > 1200 pg/ml an der 
Erkrankung verstarben. Somit verblieben in den beiden Gruppen der älteren Knockouts 
jeweils nur zwei Tiere mit einem manifesten SHPT. Retrospektiv hätten die Fetuin-
defizienten Tiere also noch älter sein müssen, um von einem vollends ausgeprägten 
Hyperparathyreoidismus ausgehen zu können. Mit dem Alter und somit auch mit der 
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Wahrscheinlichkeit für eine Störung der Nebenschilddrüsenfunktion steigt aber 
selbstverständlich auch das Risiko, dass die Mäuse vorzeitig ihrem Leiden erliegen. 
 
Im nächsten Schritt untersuchten wir den Calcium-Gehalt in den isolierten Organen. 
Weder in Nieren- noch in Leber- oder Lungengewebe ließ sich ein Einfluss von R-641 
auf den Verkalkungsgrad nachweisen. Dagegen konnten wir für den Herzmuskel bei 
altersgetrennter Darstellung jeweils eine deutliche Tendenz zugunsten der behandelten 
Knockouts zeigen. Nach Zusammenfassung von jungen und alten Tieren wurde der 
Unterschied sogar signifikant: 0,042 mg Calcium/mg Gewebe bei unbehandelten vs. 
0,031 mg Calcium/mg Gewebe bei behandelten Knockouts. 
Die Frage nach einer möglichen Korrelation von Parathormon und Calcium im Gewebe 
muss verneint werden, da sich für keines der untersuchten Organe eine Beziehung 
zwischen Verkalkungsgrad und gemessenen PTH-Werten nachweisen ließ. 
Die uneinheitlichen Ergebnisse bezüglich der Unterschiede des Verkalkungsgrads bei 
jungen und alten bzw. behandelten und unbehandelten Tieren ist möglicherweise durch 
die Phosphat-beeinflussende Wirkung von R-641 zu erklären. Infolge der durch R-641 
gehemmten PTH-Sekretion kommt es zur Abnahme der fraktionellen Phosphat-
Exkretion, was je nach Alter und Nierenfunktion der Mäuse passagere 
Hyperphosphatämien verursacht und damit potentiell die günstigen Einflüsse auf die 
Unterdrückung der osteogenen Zelldifferenzierung aufheben kann. 
 
Zur genaueren Analyse dieser Ergebnisse folgten molekularbiologische Untersuchungen 
von Herz und Aorta mit der Frage: Kann R-641 die prognostisch ungünstige Metaplasie 
zu osteoblastisch differenzierten Zellen bei Dialyse-Patienten aufhalten oder vielleicht 
sogar eine Rückbildung bereits etablierter Kalkdepots induzieren? 
Im Herzen bleibt die Expression von cbfa-1, dem Mastergen in diesem Prozess (17), bei 
unseren Knockout-Tieren unbeeinflusst von der Behandlung. Nichtsdestotrotz weist das 
nachgeschaltete Osteopontin einen deutlichen – wenn auch nicht signifikanten – 
Rückgang in Richtung des Normbereichs auf. Darüber hinaus wurde der lokal wirksame 
Kalzifikationsinhibitor Matrix-Gla-Protein unter kalzimimetischer Therapie vermehrt 
exprimiert und somit die kardiovaskuläre Schutzfunktion dieses Moleküls gesteigert. 
Bei der Auswertung des untersuchten Aortengewebes ließen sich ebenfalls positive 
Erkenntnisse gewinnen: Zwar war die Expression von MGP im Gegensatz zum 
Herzgewebe durch die Therapie nicht zu beeinflussen, dagegen zeigte sich bei den 
Knockouts eine signifikante Abnahme sowohl von cbfa-1 als auch von OPN. Dies 
 54 
 
beweist die erhoffte Wirkung von kalzimimetischen Substanzen auf 
Transkriptionsebene. Auch wenn die Korrelation von aortalem Kalzifikationsgrad und 
ungünstigen hämodynamischen Parametern wie erhöhter Pulswellengeschwindigkeit 
von einigen Autoren nur als grenzwertig beschrieben wird (12), so wäre eine mögliche 
Reduktion der Kalkablagerungen dennoch ein Ansatz, um der Entstehung von 
kardiovaskulären Komplikationen entgegenzuwirken. Folglich könnte dieser neuen 
Klasse von Medikamenten zukünftig eine bedeutende Rolle zukommen. Die biologische 
Relevanz der Gefäßprotektion ließ sich kürzlich in einem Tiermodell darstellen, in dem 
durch Niereninsuffizienz und Vitamin D induzierte vaskuläre Kalzifikationen mittels R-
641 zur Rückbildung gebracht werden konnten. (66)   
Weiterer Gegenstand unserer Untersuchungen war die Osteopathie der Tiere – ebenfalls 
eine folgenschwere Komplikation im Rahmen chronischer Nierenerkrankungen. Sowohl 
unsere jungen als auch unsere alten Fetuin-defizienten Mäuse zeigten 
histomorphometrische Zeichen der Osteomalazie. Aus den erhobenen Daten der 
Oberschenkelknochen lässt sich für die Behandlung mit R-641 ein äußerst positives 
Fazit ziehen. Die Osteoid-Parameter waren bei den Knockouts bedingt durch die 
fortschreitende renale Insuffizienz erwartungsgemäß auf das zwei- bis fünffache im 
Vergleich zu den Wildtypen erhöht. Oberfläche und Volumen ließen sich unter 
kalzimimetischer Behandlung allerdings signifikant senken, lediglich die Dicke blieb 
von der Therapie unbeeinflusst. Wie Schäfer et al. (39) konnten wir auch bei unseren 
Knockouts eine Zunahme der Osteoklasten-Aktivität durch einen signifikanten Anstieg 
der Osteoklasten-Oberfläche im Rahmen des SHPT nachweisen. R-641 führte in diesem 
Zusammenhang jedoch nicht zu einem Rückgang. Dennoch kann man 
zusammenfassend sagen, dass eine kalzimimetische Behandlung zu einer deutlichen 
Reduktion der Osteomalazie-Parameter, folglich zu einer vermutlich stabileren 
Knochenstruktur, und offenbar nicht zu einer Adynamie des Knochens, beiträgt. 
Momentan noch unbeantwortet bleiben die Frage nach der klinischen Relevanz bezogen 
auf die Morbidität sowie inwieweit die numerisch rückläufigen Befunde auch eine 
subjektive Beschwerdebesserung mit sich bringen. 
 
Rückblickend wurden wir während der Durchführung der Versuche mit verschiedenen 
Problemen konfrontiert. Dazu zählen einerseits Schwierigkeiten bei initial favorisierten 
Methoden und andererseits Ergebniskonstellationen, deren Interpretation eine 
Herausforderung darstellte. 
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Zur Analyse des Calcium-Gehalts im Gewebe führten wir zunächst den in unserem 
Labor bereits seit Jahren etablierten ELISA nach der kolorimetrischen Cresolphthalein-
Methode durch. Im Gegensatz zu früheren Experimenten verwendeten wir – wie sich 
erst später herausstellte – allerdings vergleichsweise große Gewebsfragmente zur 
Bestimmung. Am Ende der Versuchsreihe zeigte sich schließlich eine Korrelation 
zwischen der Größe des Gewebsstücks und dem gemessenen Calcium-Gehalt, so dass 
auf eine mangelhafte Lösung des Calciums aus größeren Organfragmenten geschlossen 
werden musste. Infolge dieser Erkenntnis mussten die gewonnenen Daten verworfen 
und die Bestimmung wiederholt werden. Um diesmal valide Messwerte zu erhalten, 
entschieden wir uns für den Goldstandard auf dem Gebiet der Calcium-Bestimmung – 
die Atomabsorptionsspektrometrie. 
Auf ein weiteres methodisches Problem stießen wir bei der Bestimmung des 
Parathormons mittels eines immunoradiometrischen Assays (IRMA). Aufgrund einer 
nur geringen Serum-Menge mussten wir die Proben stark verdünnen, was laut 
Gebrauchsanweisung des Kits auch komplikationslos möglich sein sollte. Um eine 
Standardkurve zu erstellen, war die Festlegung eines Nullwerts essentiell; dieser lag bei 
> 900 counts per minute (cpm). Da jedoch viele Proben 600 bis 700 cpm aufwiesen, 
konnte keine sinnvolle Konzentration errechnet werden. Selbst der Versuch, leere 
Röhrchen als Nullwert zu benutzen, schlug fehl, da sich die Radioaktivität nie komplett 
eliminieren ließ. Somit mussten wir auch in diesem Fall einen anderen Versuchsaufbau 
zur Parathormon-Bestimmung wählen und führten wie beschrieben einen ELISA durch. 
 
Auch wenn sich schließlich in den molekulargenetischen Analysen deutliche Vorteile 
von R-641 herauskristallisierten, so hatte sich unsere initiale Hoffnung auf eine 
geringere Gewebekalzifikation nicht erfüllt. Dieser fehlende Effekt kann potentiell auf 
die Besonderheiten Fetuin-A-Defizienz-abhängiger Kalzifikationen zurückzuführen 
sein. Dennoch müsste der beschriebene Einfluss auf Zellniveau letztlich – zum Beispiel 
in Phosphat-abhängigen Modellen – zu einer signifikant verminderten Calcium-
Ablagerung in den Organen führen. Es stellt sich also die Frage, welche weiteren 
Faktoren in diesen komplexen Regelungsmechanismen eine Rolle spielen und 
gegebenenfalls ursächlich für die Diskrepanz der Befunde sein könnten. 
Möglicherweise waren die Fetuin-defizienten Mäuse auch von ihrem 
Gesundheitszustand her zu heterogen, um einen durch die Therapie bedingten 
signifikanten Unterschied aufzuzeigen. Zwar stellten die Ergebnisse im Bereich der 
Knochenveränderungen ein relativ einheitliches Bild dar, jedoch gab es gerade in Bezug 
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auf die renale und insbesondere auf die parathyreoidale Funktion eine auffällige 
gruppeninterne Variabilität. Wie bereits erwähnt zeigten die Parathormon-Werte eine 
deutlich größere Streubreite als erwartet.  
Unklar blieb ebenfalls, wie groß der Einfluss der Rest-Nierenfunktion in diesem 
Zusammenhang war: Beispielsweise konnte der Grad der verbliebenen 
Ausscheidungskapazität für Calcium und Phosphat nur anhand von Kreatinin und 
Harnstoff im Serum geschätzt werden. Da bei den Tieren kein Vitamin D substituiert 
wurde, stellte sich außerdem die Frage, ob bzw. wie viel Calcitriol noch endogen 
gebildet wurde und somit zusätzlich den Calcium-Phosphat-Haushalt beeinflusste. 
Weitere Bestimmungen in diesem Zusammenhang waren aufgrund der geringen 
Probenmengen nicht möglich. 
In einem weiteren Erklärungsansatz steht die Irreversibilität von bereits etablierten 
Kalzifikationsherden im Vordergrund. Möglicherweise lässt sich mit einer 
kalzimimetischen Behandlung lediglich die Entstehung von Verkalkungen verhindern, 
ohne dass schon bestehende Läsionen wieder verkleinert oder komplett aufgelöst 
werden können. Um dieser Theorie nachzugehen, müsste man die bisherige Indikation 
für R-641 in Frage stellen und das Mittel viel frühzeitiger im Verlauf der Erkrankung 
als Primärprophylaxe einsetzen. Dies würde bedeuten, dass die Anwendung von 
Kalzimimetika bei Dialyse-Patienten, bei denen grundsätzlich ein SHPT und 
Verkalkungen bestehen (5;6;22), lediglich einen Einfluss auf den Progress der 
Kalzifikation – nicht aber auf zuvor entstandene Herde hätte. Folglich müsste das 
Kalzimimetikum bereits vor Eintreten des terminalen Nierenversagens und somit 
idealerweise wohl im Stadium III nach NKF (milde Niereninsuffizienz mit einer GFR 
von 60-89 ml/min/1,73 m2) in das Therapie-Regime aufgenommen werden. Mit einem 
solchen Vorgehen würde man simultan versuchen, der Manifestation des 
Hyperparathyreoidismus frühzeitig entgegenzuwirken und damit sowohl einen 
Progressionsfaktor der Niereninsuffizienz als auch einen unabhängigen, mit 
kardiovaskulärer Mortalität assoziierten Risikofaktor behandeln. Allerdings könnte sich 
die in den frühen CKD-Stadien durch Calcimimetika induzierte Erhöhung von 
Phosphat-Werten als potentiell kontraproduktiv herausstellen. 
Außerdem sollte der genetische Hintergrund der Knockouts in die Überlegungen 
eingeschlossen werden. Vielleicht stellt die Dominanz des DBA/2-Stamms ein für das 
Medikament nur schwer zu überwindendes Hindernis bezogen auf die 
Kalzifikationspotenz dar, so dass sich die Wirksamkeit nicht über die 
Transkriptionsebene hinaus bewegt. Genetische Unterschiede zwischen Mensch und 
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Fetuin-defizienter Maus könnten also ebenfalls Einfluss auf den Calcium-Gehalt im 
Gewebe unter kalzimimetischer Behandlung nehmen.  
 
Aufgrund ihrer über die alleinige Reduktion des Parathormons hinausgehenden 
positiven Wirkungen auf die osteoblastische Metaplasie von vaskulären 
Gefäßmuskelzellen und auf die renale Osteopathie präsentieren sich Calcimimetika als 
ein neues Werkzeug in der Behandlung von terminaler Niereninsuffizienz mitsamt 
deren vieler assoziierter Komplikationen. Sollten sich weiterhin derart positive Befunde 
hinsichtlich Morbidität und, wie derzeit in großen klinischen Studien untersucht wird, 
vielleicht auch Mortalität aufzeigen lassen, könnten kalzimimetische Substanzen ein 
essentieller Baustein im komplexen Therapie-Regime dieser Erkrankung und für 
Dialyse-Patientin in Zukunft unentbehrlich werden.  
 58 
 
6. ZUSAMMENFASSUNG 
 
Steigende Inzidenz und Prävalenz von chronischen Nierenerkrankungen führen in den 
letzten Jahren dazu, dass Menschen immer häufiger auf einen langfristigen Ersatz der 
Organfunktion und somit auf regelmäßige Dialysebehandlungen angewiesen sind. Dies 
bringt eine Zunahme von mit terminaler Niereninsuffizienz assoziierten Komplikationen 
mit sich, die aufgrund der akzelerierten Arteriosklerose mit einer deutlich erhöhten 
kardiovaskulären Morbidität und Mortalität einhergehen. Extraossäre Verkalkungen 
scheinen in diesem Kontext eine prognostisch ungünstige Bedeutung zu haben. Neben 
Gefäßen sind allerdings auch Organe und Weichteile von einer massiven Kalzifikation 
betroffen, während es im Bereich der Knochen zu einem Abbau der Kalksubstanz und 
folglich zur renalen Osteopathie kommt. In der multifaktoriellen Pathogenese spielt 
insbesondere der sekundäre Hyperparathyreoidismus eine bedeutsame Rolle, der in 
unserem Versuchsaufbau als Ansatzpunkt für eine medikamentöse Intervention diente. 
Mithilfe von Kalzimimetika gelingt es inzwischen regelhaft, sowohl das Parathormon 
als auch das Calcium-Phosphat-Produkt zu senken.  
Durch das Modell der Fetuin-Knockout-Maus war es uns möglich, einen chronisch 
niereninsuffizienten Patienten mit den daraus resultierenden Konsequenzen abzubilden 
und zusätzliche Wirkungen der zu Versuchsbeginn neuesten kalzimimetischen Substanz 
R-641 zu untersuchen. Die Wirksamkeit des Präparats entsprach bei verbesserter 
Pharmakokinetik ohne Einschränkungen derjenigen der Vorläuferstoffe. Es ergab sich 
kein Anhalt für bisher unbekannte unerwünschte Arzneimittelwirkungen. 
Für Lunge, Niere und Leber ließ sich im Vergleich zu den Vehikel-behandelten 
Gruppen kein signifikanter Einfluss auf die Gewebskalzifikation feststellen. Für das 
Herz zeigte sich unter der Therapie jedoch ein deutlich geringerer Calcium-Gehalt. Auf 
Ebene der Genexpression für osteoblastische Transdifferenzierung konnten im Rahmen 
der Behandlung – bei weiterhin fehlender Signifikanz – Osteopontin tendentiell gesenkt 
und Matrix-Gla-Protein tendentiell erhöht werden. Für die Aorta ließ sich eine 
signifikante Reduktion von cbfa-1 und dem nachgeschalteten Osteopontin erzielen. 
Auch wenn sich die Veränderungen auf Transkriptionsebene nicht im Calcium-Gehalt 
im Gewebe widerspiegeln, ist hinter diesen Ergebnissen insgesamt ein protektiver 
Effekt für das Herz-Kreislauf-System zu vermuten.  
Bezüglich der unter terminaler Niereninsuffizienz beobachteten Osteopathie ließ sich 
unter kalzimimetischer Behandlung eine deutlich geringere bindegewebige 
Durchsetzung des Knochens erreichen. Zudem konnten typische Osteomalazie-
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Parameter wie Osteoid-Oberfläche und -Volumen signifikant bis in den Normbereich 
hinein reduziert werden. Dagegen blieben Osteoid-Dicke und Osteoklasten-Oberfläche 
unter der Therapie weitgehend unverändert. R-641 bewirkt somit grundsätzlich einen 
Rückgang der Osteitis fibrosa-Zeichen in der Knockout-Gruppe. 
Zusammenfassend stellen Kalzimimetika eine vielversprechende Wirkstoffklasse dar, 
bei der wohl längst noch nicht alle positiven Effekte bekannt sind und die sich zukünftig 
einen festen Platz im Therapie-Regime der finalen Niereninsuffizienz verschaffen 
könnte. Auf diese Weise könnten kardiovaskuläre Risikofaktoren bzw. Nebeneffekte 
bisheriger Therapieschemata deutlich reduziert und möglicherweise das Langzeit-
Überleben von dialysepflichtigen Patienten verbessert werden. 
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8. MATERIALIEN 
 
Chemikalien 
2-Hydroxypropyl-β-Cyclodextrin, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München,  
Deutschland 
Acetylen/ Luft-Gemisch, Linde AG, Wiesbaden, Deutschland 
Ameisensäure (HCOOH), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, Deutschland 
β-Mercaptoethanol (14,3 M), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, Deutschland  
Bovines Serumalbumin (BSA), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, Deutschland 
Calciumstandard (Titrisol), Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
Chloroform (CHCl3), Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
Diaminobenzidin (DAB), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, Deutschland 
Essigsäure, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
Ethanol (100 %), Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
Formaldehyd, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
Histokit, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Isofluran: Forene®, Abbot Laboratories, Abbott Park/IL, USA 
Lanthanumchlorid (LaCl3*7H2O): Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
Methanol (CH3OH), Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
MilliQ: entionisiertes Wasser 
Natriumacetat (C2H3NaO2), Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
Natriumchlorid (NaCl), Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
NaCO3, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4), Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland   
Natronlauge (NaOH), Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
Natriumthiosulfat (Na2S2O3*5H2O) 5%, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
Nickelchlorid (NiCl2) 8%, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, Deutschland 
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4), Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
LTK-008, AL-Labortechnik, Amstetten, Österreich 
Methylgrün, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, Deutschland 
Paraffin: Histo Comp®, Vogel, Gießen, Deutschland 
PBS Tablets, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Picrinsäure, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, Deutschland 
Proteinase K, QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland 
R-641, Amgen, Thousand Oaks/CA, USA 
RNA 6000 Ladder: Ambion, Inc., Austin/TX, USA 
RNaseZAP®, Ambion, Inc., Austin/TX, USA  
Safranin O, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, Deutschland 
Salzsäure (HCl), Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
Silbernitrat (AgNO3) 1%, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
Siriusrot, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München, Deutschland 
Stickstoff, flüssig, Linde AG, Wiesbaden, Deutschland 
TaqMan® rRNA Control Reagents (VICTM-Sonde), PE Applied Biosystems Inc., Foster   
City/CA, USA 
TRIS-base (Tris[hydroxymethyl]aminomethan), Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
Trockeneis, Linde AG, Wiesbaden, Deutschland 
Wasserstoffperoxid (H2O2): Perhydrol 30%, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
Xylol: Histoclear®, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
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Puffer/ Lösungen 
ABC-Komplex-Lösung:  15 µl Lösung A (ABC-Kit Elite) 
     15 µl Lösung B (ABC-Kit Elite) 
     1 ml Blockpuffer (s.u.) 
 
Blockpuffer (AK-Lösung):  1 g BSA 
     100 ml PBS 
 
DAB-Arbeitslösung:   175 ml TBS (warm) 
     4 ml DAB-stock 
     1 ml NiCl2 8% 
     0,1 ml H2O2 30% 
     in Wasserbad bei 37° C 
  
DAB-stock:    1 g DAB 
     26,4 ml TBS 
 
Methacarne:     600 ml Methanol  
300 ml Chloroform  
10 ml reine Essigsäure 
 
Methylgrün-Lösung:   20 g Methylgrün 
     755 ml 0,1 N Essigsäure 
     265 ml 0,1 M Na-Acetat 
     pH von 4,2 einstellen, filtern 
 
PBS (phosphat buffered saline): 115,2 g NaCl 
     23,68 g Na2HPO4 
     6,88 g KH2PO4 
     mit NaOH pH von 7,2-7,4 einstellen 
     (vierfach konzentriert) 
 
Picrinsäurelösung:    0,1 g Siriusrot  
100 ml Picrinsäure 
 
Sodaformol:     40 ml 12,5% NaCO3-Stocklösung  
25 ml 37% Formaldehyd  
35 ml H2O 
 
TBS (TRIS-buffered saline) 0,05 M: 61 g TRIS-base 
     116,9 g NaCl 
     500 ml H2O 
     mit HCl pH von 7,6 einstellen und auf 1 l auffüllen 
 
 
Primer, Sonden und Standards für PCR 
18s rRNA-Primer und -Sonde, Applied Biosystems, Warnington, UK 
Oligonukleotide (cbfa-1, MGP, OPN, GAPDH), MWG-Biotech AG, Ebersberg,  
Deutschland 
Sonden-Sets Double Dye TAMRA (cbfa-1, MGP, OPN, GAPDH), Eurogentec s.a.,  
Seraing, Belgien 
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Standards (cbfa-1, MGP, OPN, GAPDH), Eigenherstellung mittels Promega Kit,  
Promega Corp., Madison/WI, USA 
 
Antikörper 
Rabbit Anti-Rat-Fibronektin-Antikörper 
 polyklonaler Antikörper, Chemicon Inc., Temecula/CA, USA 
Goat Anti-Rabbit-Antikörper 
 biotinylierter Antikörper, Vector Laboratories, Burlingame/CA, USA 
 
Kits 
ABC-Kit Elite: Vector Laboratories, Burlingame/CA, USA 
Mouse Intact PTH ELISA Kit: Immutopics International LLC, San Clemente/CA, USA 
Proteinase K > 600 mAU/ ml: QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland, if using from  
another supplier use a 20 mg/ml solution in water 
qPCR Core Kit for Sybr®Green I: Eurogentec s.a., Seraing, Belgien 
RNA 6000 Nano Assay Kit: Agilent Technologies, Böblingen, Deutschland 
RNase-Free DNase Set: QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland  
RNeasy Protect Mini Kit (250): QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland 
RT-Core Kit: Eurogentec s.a., Seraing, Belgien 
Vitros Calibrator Kit 1, Ortho-Clinical Diagnostics GmbH, Neckargemünd,  
Deutschland 
 
Verbrauchsmaterialien 
96-Well Immuno Platte Maxi SORP, Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden, Deutschland 
96-Well Optical Reaction Plate, PE Applied Biosystems Inc., Foster City/CA, USA 
Aluminium-Folie, VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland  
Aufsätze für Repetitierpipette: Dispenser Tips, nerbe plus GmbH, Winsen/Luhe,  
Deutschland 
Deckgläser: Menzel-Gläser, Braunschweig, Deutschland 
Einbettkassetten: Medim Schweiz GmbH, Baar, Schweiz 
Einmalküvetten: neoLab Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH, Heidelberg, Deutschland 
Einwegskalpelle No. 11/ 22, FEATHER Safety Razor Co., Ltd., Osaka, Japan 
Falkons: Cellstar® PP-Test Tubes (15 ml, 50 ml), Greiner Bio-One GmbH,  
Frickenhausen, Deutschland 
Glas-Objektträger: SuperFrost Plus®, Menzel-Gläser, Braunschweig, Deutschland 
Handschuhe: Semper Care Edition, Semperit GmbH, 1031 Wien, Österreich 
Mikro-Hämatokrit-Kapillaren (Na+-heparinisiert), Brand GmbH, Wertheim,  
Deutschland 
Mikrotom Einmalklingen R35: FEATHER Safety Razor Co., Ltd., Osaka, Japan  
Optical Adhesive Covers: PE Applied Biosystems Inc., Foster City/CA, USA 
PCR Softstrips (0,2 ml): Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf, Deutschland 
Pipettenspitzen (10 µl, 1000 µl): Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Pipettenspitzen (200 µl): Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Pipettenspitzen RNase-frei (10 µl, 100 µl, 200 µl, 1000 µl): Safe Seal Tips Premium,  
Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf, Deutschland 
Reaktionsgefäße (1,5 ml, 2 ml): Safe Lock Tubes, Eppendorf AG, Hamburg,  
Deutschland  
Reaktionsgefäße RNase-frei (1,5 ml): Biopur, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland  
SerumGel S/1.1 ml, Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
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Spitzen für PipetBoy 5 ml, TPP AG, Trasadingen, Schweiz 
Spitzen für PipetBoy 25 ml, Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland 
Tubes für AAS, Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Vitros slides, Ortho-Clinical Diagnostics GmbH, Neckargemünd, Deutschland 
 
Geräte 
ABI 7700 Sequence Detection System, PE Applied Biosystems, Inc., Foster City/CA,  
USA 
Agilent Bioanalyzer 2100, Agilent Technologies, Böblingen, Deutschland 
Analysen-Waage: Sartorius AC 2115, Sartorius AG, Göttingen, Deutschland 
Atomabsorptionsspektrometer: PE 4100 Flame AAS, Perkin Elmer, Boston/MA, USA 
Aufbewahrungsrack Softstrips: neoLab Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH,  
Heidelberg, Deutschland 
Ca2+/ pH-Meter Chiron 634, Chiron Diagnostics GmbH, Fernwald, Deutschland  
Cycler: Programmable Thermal Controller PTC-100TM, MJ Research, Bio-Rad  
Laboratories, Inc., Waltham/MA, USA 
Digital Camera C-Mount KY-F75U, JVC, Friedberg, Deutschland 
ELISA-Reader: Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech, Wien, Österreich 
Hamilton Diluter MicroLab 1000, Hamilton Deutschland GmbH, Martinsried,  
Deutschland 
Knopfkanüle, SGE Analytical Science Pty Ltd, Ringwood/ VIC, Australien 
Mehrfachpipette: Pipetman 8 x 200 µl, Gilson, Inc., Middleton/WI, USA 
Mikroskop Leitz DM IRB, Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Bensheim,  
Deutschland 
Paraffin-Ausgießstation: Leica EG 1160, Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH,  
Bensheim, Deutschland 
Pipetboy acu: INTEGRA Biosciences GmbH, Fernwald, Deutschland 
Pipetten (10 µl, 100 µl): Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland  
Pipetten (200 µl, 1000 µl): Gilson, Inc., Middleton/WI, USA 
Repetitierpipette: Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
Sakura Tissue-Tek® VIP E150, GMI, Inc., Ramsey/MI, USA 
Schlittenmikrotom: Jung AG, Heidelberg, Deutschland 
Senographe DMR x-ray System, GE Medical Systems, Solingen, Deutschland 
Spektrophotometer: Gene-Quant II, Pharmacia Biotech, Wien, Österreich 
Standzentrifuge: Megafuge 1.0 R, Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland 
Thermomixer 5436, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland  
Tischzentrifuge: Centrifuge 5417R, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland  
Vakuum-Gefriertrocknungsanlage: Lyovac GT 2 E, Finn-Aqua, München, Deutschland 
Vitros 250 autoanalyzer, Ortho-Clinical Diagnostics GmbH, Neckargemünd,  
Deutschland 
Vortexer: MS1 Minishaker, IKA® Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Deutschland 
 
Computer-Software 
AA WinLab, Perkin Elmer, Boston/MA, USA 
2100 Expert Software: Bio Sizing Agilent Technologies, Böblingen, Deutschland 
Excel, Microsoft GmbH, Unterschleißheim, Deutschland 
Diskus Version 4.50.11.86-I/345, JVC, Friedberg, Deutschland 
ELISA-Software, Applied Biosystems, Warnington, UK 
Sequence Detection Software: PE Applied Biosystems Inc., Foster City/CA, USA 
Word, Microsoft GmbH, Unterschleißheim, Deutschland  
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des kalzimimetischen Wirkstoffs erst ermöglichte. 
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die wie in allen sonstigen Lebenslagen auch stets hinter mir gestanden und manchmal 
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 70 
 
Erklärung § 5 Abs. 1 zur Datenaufbewahrung 
 
Hiermit erkläre ich, dass die dieser Dissertation zu Grunde liegenden Originaldaten in 
der Medizinischen Klinik II – Nephrologie und Klinische Immunologie des 
Universitätsklinikums Aachen hinterlegt sind. 
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